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Povzetek 
Razvili smo ekonomičen in učinkovit proizvodni postopek enantioselektivne sinteze 
esomeprazola z encimsko katalizirano reakcijo oksidacije pirmetazola v esomeprazol ter 
kristalizacijo esomeprazol magnezijeve soli v obliki dihidrata z določeno vsebnostjo R izomere. 
V doktorski nalogi smo definirali najpomembnejše dejavnike in parametre, ki vplivajo na 
učinkovitost proizvodnega postopka sinteze esomeprazola z encimsko katalizirano reakcijo ter 
na kakovost končnega proizvoda. Uskladili smo razmerje reagentov ter fizikalno-kemijske 
pogoje, kot so dovajanje in koncentracija kisika, velikost delcev substrata in proizvoda, 
homogenost reakcijske mešanice, preprečevanje penjenja, vrednost pH in konfiguracijo 
reaktorjev, vključno z mešali.  Proces, ki smo ga razvili, je kompleksen, saj obsega kombinacijo 
kemijskih in encimsko kataliziranih reakcij ter različne tehnološke prijeme za zagotavljanje 
učinkovite izmenjave snovi.  Sodi med največje izzive na področju industrijske aplikacije 
biokatalize, saj vključuje sočasno usklajeno delovanje treh encimov, regeneracijo kofaktorja v 
reakcijski mešanici, ki je relativno gosta suspenzija, nasičena s kisikom, dušikom in hlapi topil. 
V razvitem procesu smo združili vse potrebne atribute in parametre, s katerimi smo po eni strani 
z intenzivnim mešanjem zagotovili fizikalno-kemijske pogoje za delovanje encimskega 
sistema, po drugi strani pa preprečili denaturacijo encimov kot posledico penjenja in uspešno 
zaključili prenos v proizvodnji postopek. Kritični parametri vodenja pa so bili zračni tlak, režim 
mešanja ter vrednost pH.  Z optimizacijo spremenljivk smo dosegli vsaj 96 % pretvorbo v manj 
kot 24 urah, kar je v skladu z našimi cilji glede ekonomičnosti postopka.  
V končni stopnji kristalizacije esomeprazol magnezijeve soli dihidrata smo raziskali kritične 
parametre za zagotavljanje ustrezne kvalitete materiala. Med kvalitativnimi parametri smo se 
osredotočili na kristalizacijo (R)-izomere in zagotavljanje ustreznega polimorfa. Preverili smo 
vpliv prisotnih soli, koncentracije (R)-izomere in učinkovine, topilni sistem, mešanje ter 
sušenje na potek in hitrost kristalizacije (R)-izomere ter na kvaliteto končne učinkovine. Z 
matematičnim modelom populacijskih bilanc smo popisali postopek kristalizacije R izomere.  
Ključne besede: substrat pirmetazol, encimatska reakcija oksidacije, učinkovina esomeprazol, 
industrijski reaktor z goščo, zaključni proces kristalizacije 
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Abstract 
An economical and efficient production process of enantioselective synthesis of esomeprazole 
with an enzyme-catalyzed pyrmetazole oxidation reaction to esomeprazole and crystallization 
of esomeprazole magnesium dihydrate polimorf with assured assay of R isomer was developed. 
In the doctoral thesis, we identified the most important factors and parameters that influence 
the efficiency of the production process of esomeprazole synthesis with the enzyme-catalyzed 
reaction and the quality of the final product. The amount of reagents, as well as physico-
chemical conditions such as oxygen supply and concentration, particle size of the substrate and 
product, homogeneity of the reaction mixture, foaming prevention, pH value, and configuration 
of reactors including stirrer, were optimized. The developed process is complex since it 
involves a combination of chemical and enzymatically catalyzed reactions and various 
technological approaches to ensure effective mass transfer. It is one of the biggest challenges 
in the field of industrial biocatalysis, as it involves simultaneous, coordinated action of the three 
enzymes, the regeneration of the cofactor in the reaction mixture, which is a relatively dense 
suspension saturated with oxygen, nitrogen and solvent vapor. In the developed process we 
combined all the necessary attributes and parameters, that enabled us on one hand to provide 
physical and chemical conditions for the functioning of the enzyme system with intensive 
mixing, and on the other hand to prevent denaturation of the enzymes as a result of foaming 
and to successfully complete the transfer into the production process. The critical control 
parameters were air pressure, mixing conditions, and pH. By optimization of the variables, we 
achieved at least 96% conversion in less than 24 hours, which is in line with our goals regarding 
the cost-effectiveness of the process. Critical process parameters were investigated to ensure 
adequate material quality in the final stage of esomeprazole magnesium dihydrate salt 
crystallization. Among the qualitative parameters, we focused on the crystallization of the R-
isomer and the assuring of the appropriate polymorph. The influence of the other salts 
impurities, the concentration of the R-isomer and the esomeprasole, the solvent system, mixing 
and drying on the course and rate of crystallization of the R-isomer and on the quality of the 
final active ingredient were studied. Using a mathematical model of population balances  the 
crystallization of the R isomer was described. 
Keywords: pyrmetazole substrate molecule, enzymatic oxidation reaction, esomeprazole 
active ingredient, industrial slurry reactor, crystallization downstream process 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
API aktivna farmacevtska učinkovina (active pharmaceutical ingredient) 
BVMO Baeyer-Villiger monooksigenaza  
CHMO  cikloheksanonska monooksigenaza 
CIP detergent za čiščenje opreme 
ee enantiomerni presežek (enantiomeric excess) 
FAD flavin adenin dinukleotid 
FMO flavin monooksigenaza 
FMN flavin mononukleotid 
FE-SEM vrstična elektronska mikroskopija s poljsko emisijo elektronov (field emmision-
scanning electron microscopy) 
GC plinska kromatografija (gas chromatography) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (high performance liquid 
chromatography)  
IPA izopropanol (isopropyl alcohol) 
KRED ketoreduktaza 
MČO medprocesno čiščenje opreme 
NADP(H) (reduciran) nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
PBT turbina z nagnjenimi lopaticami (pitched blade turbine) 
PSD porazdelitev velikosti delcev (particle size distribution) 
RDT  računalniška dinamika tekočin 
rpm obratov na minuto (revolutions per minute) 
RRT relativni retencijski čas (relative retention time) 
TLC tankoslojna kromatografija (thin layer chromatography)  
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1 Uvod  
1.1 Esomeprazol 
Pirmetazol s kemijskim imenom 5-metoksi-2-((4-metoksi-3,5-dimetilpiridin-2-il)metiltio)-lH-
benzo[d]imidazol je intermediat pri sintezi esomeprazola ((S)-5-metoksi-2-((4-metoksi-3,5-
dimetilpiridin-2-il)metilsulfinil)-lH-benzo[d]imidazol). Esomeprazol je (S)-izomer 
omeprazola, ki je racemna zmes (S)- in (R)-izomerov. 
Omeprazol in esomeprazol sta inhibitorja H+K+ ATPaz, ki so prenašalci protonov, vključeni v 
proizvodnjo kisline v želodcu. Omeprazol in esomeprazol predpisujemo pri zdravljenju 
ulkusov, gastroezofagealnega refluksa in Zollinger-Ellisonovega sindroma. Dandanes je 
najobičajnejši način sinteze esomeprazola kemijska sintezna pot, ki vključuje oksidacijo 
sulfidov v sulfokside (Kagan-Sharpless reakcija).1  
1.2 Pregled kemijske sinteze Esomeprazola 
Za sintezo esomeprazola je na voljo več kemijskih metod pri katerih so izhodne spojine različne 
surovine, predvsem 2-merkato-5-metoksi benzimidazol (merkapto spojina) in 2-klorometil-3,5-
dimetil-4-metoksipiridin hidroklorid (kloro spojina, slika 1). 
 
Slika 1: Retrosintezna analiza sinteze esomeprazola. 
Poznamo več kemijskih poti za stereoselektivno oksidacijo omeprazol sulfida v sulfoksid. V 
nadaljevanju je navedenih nekaj možnosti.  
1.2.1 Kaganova metoda s titanovim kompleksom  
Magnus Erik Larsson je s sodelavci2 poročal o optični sintezi esomeprazola s Kaganovo 
metodo. Kagan je uporabil Sharplessove reagente za enantioselektivno sintezo sulfoksida.3 V 
tej metodi sulfid pretvorijo v sulfoksid ob prisotnosti katalizatorja – titanovega kompleksa. Pri 
objavljeni izvedbi poročajo, da je oksidacija enantiomerno selektivna s 30 % ee.4  
Kagan in sodelavci poročajo tudi o spremenjenem sinteznem postopku, pri katerem so 
modificirali titanov kompleks z uvedbo aminov. S tem bistveno izboljšajo enantiomerno 
Uvod 
2 
selektivnost oksidacije. Modificirani pristop se imenuje Kaganova metoda, ki je predstavljena 
na sliki 2. V sintezo vstopajo sulfid, dietil-D-tartrat, titanov(IV) izopropoksid in voda. Priprava 
kompleksa poteka v toluenu s segrevanjem in raztapljanjem pri 54 °C. Po 50 min reakcijsko 
maso ohladimo na sobno temperaturo, čemur sledi dodajanje N,N-diizopropilamina in kumen 
hidroperoksida. Po končani reakciji poročajo o minimalno 94 % ee. Izolaciji sledi kristalizacija 
v obliki natrijeve soli esomeprazola, po kateri dosežemo 99,8 % ee. Opisani proces je danes 
osnova večine sintetiziranega esomeprazola.  
 
Slika 2: Shema Kaganove metode. 
1.2.2 Binolni postopek 
Jigen Dengo-ov sintezni pristop15 izhaja iz binolnega kompleksa, ki ga tvorijo iz čiste (R)- 
oziroma (S)-1,1-bi-2-naftolne skupine. Binoli in njihovi derivati se uporabljajo kot kiralni 
ligandi za asimetrične reakcije. V binolni sintezi nastane stereoselektivno kiralni kompleks s 
substratom preko tvorjenih vodikovih vezi.5  
Jingen in soavtorji so razvili stereoselektivno oksidacijo (slika 3) omeprazol sulfida z uporabo 
(S)-binola. Kompleks, ki nastane med (S)-binolom in (S)-omeprazolom, tvori reakcijsko 
mešanico z 90,3% ee v molskem razmerju 1:1,5. Reakcija poteka v benzenu pri 110 °C. 
Formirani kompleks v nadaljevanju dodatno čistimo z prekristalizacijo, po kateri dobimo 
esomeprazol z 99,2 % ee. Singh s soavtorji6 je optimiziral omenjeni postopek do te mere, da je 
omogočal, da se je postopek uporabljal v industrijski sintezi kljub slabosti, da 50 % neželene 
izomere  predstavlja stranski produkt, ki ga ne reciklirajo.  
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Slika 3: Shema Jingenove stereoselektivne oksidacije omeprazol sulfida z uporabo (S)-binola. 
1.2.3 Reddyjev postopek s titanovim kompleksom 
Reddy je s sodelavci7 razvil sintezni postopek, v katerem je sol natrijevega omeprazola vstopala 
v reakcijo s titanovim izopropoksidom, dietil tartratom in organsko bazo. Formirani kompleks 
so izolirali in obdelali z L-mandljevo kislino, s katero nastane sol omeprazola, sestavljena iz 
obeh izomer. S selektivno kristalizacijo so izolirali sol (S)-izomere, ki jo v bazičnih pogojih 
pretvorijo v (S)-omeprazol (slika 4). Zaradi nizkega enantiomernega izkoristka proces ni bil 
uporaben za industrijsko proizvodnjo. 
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Slika 4: Shema Reddyjevega postopka. 
1.2.4 Kumarjev postopek s titanovim kompleksom brez topila 
Kumar N. in sodelavci8 so razvili sintezni postopek podoben ga pristopu, ki pa za razliko od 
slednjega poteka brez topila. Rezultat reakcije in kristalizacije je kalijeva sol (S)-omeprazola z 
99,0 % ee (slika 5).  
 
Slika 5: Shema Kumarjevega postopka. 
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1.2.5 Biao Jangov postopek s kiralnim etan-1,2-diolom 
Biao Jiang in sodelavci8 so razvili metodo sinteze (S)-omeprazola z uporabo kiralnega liganda 
(R,R)-1,2-bis-(2-bromofenil)etan-1,2-diola in titanovega izopropoksida v toluenu. Oksidacija 
poteka ob prisotnosti t-butil hidroperoksida. Po reakciji in izolaciji dobimo produkt s približno 
94 % ee. V osnovi gre pri tem postopku za modifikacijo Kaganove metode, v kateri zamenjamo 
dietil tartrat z (R,R)-1,2-bis-(2-bromofenil)etan-1,2-diolom (slika 6). 
 
Slika 6: Shema Biao Jangovega postopka. 
1.2.6 Cotov postopek s kiralnim etan-1,2-diolom 
Antonio Domingo Coto s sodelavci8 je predstavil sintezo, v kateri poteka stereoselektivna 
oksidacija preko kompleksa med (S)-omeprazolom in (S)-1,1,2-trifenil-1,2-etandiolom v 
ustreznem topilu (slika 7). Po izolaciji dobimo produkt z 99,7 % ee. Slabost postopka je izguba 
neustrezne (R)-izomere (50 %). 
 
Slika 7: Shema Cotovega postopka. 
1.2.7 Dubeyev postopek z vanadijevim kompleksom 
Dubey S. in sodelavci8 so razvili sintezni postopek sinteze esomeprazola, v katerem dosežejo 
stereoselektivno oksidacijo ob prisotnosti vanadijevega kompleksa. Kompleks tvorijo z 
vanadijevim oksitripropoksidom in 1,2:4,5-di-O-cikloheksiliden-D-fruktopiranozo (slika 8). 
Oksidacija poteka s kumen hidroperoksidom v bazični raztopini. Produkt ima 75 % ee.  
 
Slika 8: Shema Dubeyevega postopka. 
Uvod 
6 
1.2.8 Reddyjev postopek s kafra sulfonil kloridom 
Bandi Reddy s sodelavci9 je poročal o novem pristopu za ločevanje racemata omeprazola. 
Ločevanje izvedejo s (S)-kafra sulfonil kloridom, ki ob reakciji z racematom omeprazola tvori 
(R)- in (S)-diastereomerno mešanico omeprazola. Zmes ločimo z selektivno kristalizacijo, tako 
da ob prisotnosti baze izoliramo (S)-omeprazol s 99,6 % ee. Za uspešno izvedbo je potreben 
prebitek reagenta in več zaporednih kristalizacij, da zagotovimo ustrezno kvaliteto končnega 
produkta (slika 9). 
 
Slika 9: Shema Bandy Reddyjevega postopka z uporabo kafra sulfonil klorida. 
1.2.9 Nobisov postopek s stilben ozonidom 
Markus Nobis in sodelavci10 so poročali o oksidaciji omeprazol sulfida v sulfoksid v prisotnosti 
trans-stilben ozonida kot oksidacijskega reagenta. Po oksidaciji dobimo racemat omeprazola 
(slika 10). O steroselektivnem čiščenju raziskovalci ne poročajo. Ob izolaciji (S)-enantiomera 
predstavlja preostali (R)-enantiomera neizkoriščeni stranski produkt. Pomembno je poudariti, 
da je reakcija z ozonidom tudi precej zahtevna s stališča procesne varnosti.  
 
Slika 10: Shema Nobisovega postopka. 
1.2.10 Veverkin postopek s kvarterno soljo kinina 
Miroslav Veverka s sodelavci11 so poročali o stereoselektivni izolaciji omeprazol sulfoksida ob 
prisotnosti kvarterne soli kinina. Omeprazol reagira z N-benzilkinin hidroksidom v metanolni 
raztopini. Izolirano sol omeprazol benzilkinina razklopimo s klorovodikovo kislino, pri čemer 
izoliramo esomeprazol z 99 % ee (slika 11).  
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Slika 11: Shema Veverkinega postopka. 
1.2.11 Reddyjev postopek z BNNPPA 
Bandi P. Reddy in sodelavci11 so poročali tudi o stereoselektivni oksidaciji sulfida ob 
prisotnosti (R)-BNPPA ((R)-1,1'-binaftil-2,2-diil hidrogen fosfat) pri čemer nastane (S)-
omeprazol v kompleksu z (R)-BNPPA. Kompleks po razklopu z natrijevim hidroksidom 
razpade v esomeprazol s 84 % ee (slika 12). Za doseganje večje enantiomerne čistosti bi bila 
potrebna nadaljna optimizacija procesa.  
 
Slika 12: Shema postopka Bandy Reddyja z uporabo (R)-BNPPA. 
1.2.12 Modificirana Kaganova metoda  
Hana S. in sodelavci11 so modificirali Kaganovo sintezno metodo tako, da so za tvorbo 
stereoselektivnega katalizatorja namesto dietil-D-tartrata uporabili  metilni ester (S)-mandljeve 
kisline oziroma metilni ester (S)-mlečne kisline. Ostalih parametrov niso spreminjali. Podobno 
metodo so opisali tudi  Rajamannar T. in sodelavci.11 Esomeprazol izoliramo v obliki kalijeve 
soli z 99 % ee (slika 13). V primeru uporabe mandljeve kisline je stereoselektivnost oksidacije 
71 %. 
 
Slika 13: Shema modificirane Kaganove metode. 
1.2.13 Wen Dalov postopek z manganovim katalizatorjem 
Wen Dal in sodelavci12 poročajo o stereoselektivno oksidaciji sulfida v sulfoksid ob prisotnosti 
manganovega katalizatorja Mn(OTf)2 in kiralnih ligandov (slika 14). Oksidacija poteka s 
peroksidom do (S)-omeprazola z 89 % ee.   
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Slika 14: Shema Wen Dalovega postopka. 
1.2.14 Zhou Yingov postopek z aminocikloheksanolom 
Zhou Ying H.  in sodelavci13 opisujejo stereoselektivno oksidacijo omeprazol nitro sulfida s t-
butil hidroperoksidom ob prisotnosti (1S,2S)-2-aminocikloheksanol hidroklorida. V 
naslednjem sinteznem koraku nitro derivat pretvorijo v metoksi analog in produkt izolirajo kot 
kalijevo sol esomeprazola (slika 15). 
 
Slika 15: Shema Zhou Yingovega postopka. 
1.3 Encimska kataliza 
Encimska kataliza je metodologija organske sinteze, pri kateri za katalizo posameznih, 
praviloma ključnih stopenj, uporabljamo encime, redkeje pa celične organizme mikrobov, ki 
proizvajajo želene encime.14 
Sintezne poti, ki temeljijo na encimski katalizi, so se v mnogih primerih izkazale kot 
enakovredne klasičnim kemijskim in kemo-katalitskim sinteznim pristopom, pogosto pa kot 
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izrazito boljše. Zato je encimska kataliza postala za organske kemike zelo atraktivno dodatno 
sintezno orodje. 
S pomočjo encimov lahko kataliziramo širok nabor pomembnih transformacij, kot so na primer 
redoks reakcije, reakcije tvorbe C–C vezi in reakcije hidrolize. Encimi dolgo časa niso bili prva 
izbira za izvedbo sinteznih stopenj v organski kemiji, področje se je močno spremenilo šele z 
razvojem molekularno-bioloških tehnik, genskega in proteinskega inženirstva ter 
bioinformatike. Pomanjkljivosti, kot so ozek nabor substratov, omejena stabilnost encimov pri 
reakcijskih pogojih organskih reakcij, nizka učinkovitost naravnih encimov in nizke 
koncentracije substrata in produktov (nizka volumetrična produktivnost), lahko sedaj s pomočjo 
novih tehnologij precej izboljšamo. Tehnološki encimi, ki so produkt proteinskega inženiringa, 
so izjemno učinkoviti. Proizvajamo jih praviloma z biosintezo s pomočjo rekombinantnih sevov 
bakterij ali gliv. Še posebej pomembni oz. uporabni so za proizvodnjo kiralnih substanc 
(posameznih enantiomerov z visokim enantiomernim presežkom), ki so pogosto ključni 
intermediati in aktivne farmacevtske učinkovine.  
Za delovanje proteinov kot bioloških katalizatorjev, je ključna njihova kompleksna, 
tridimenzionalna struktura in aktivno mesto encima, ki je del te strukture. Aktivno mesto 
encima zagotavlja specifično prepoznavanje določenega substrata. Poleg kemoselektivnosti sta 
za encime značilni visoka ali celo odlična stereoselektivnost ter visoka regioselektivnost. 
Za učinkovitost reakcije so ključni pogoji reakcije, kot so na primer pH, temperatura reakcijske 
zmesi in topilo. Pogoji v reakcijah kemijske sinteze se največkrat bistveno razlikujejo od 
»fizioloških« pogojev pri katerih delujejo naravni encimi. Zato je pri načrtovanju novih 
encimov oz. »krojenju« naravnih encimov za encimsko katalizo, ki bodo delovali pri izbranih 
pogojih organskih kemijskih reakcij, potrebno dobro poznavanje strukture in funkcije encimov 
ter ustrezno spreminjanje aminokislinskih zaporedij. Pogoje v prvi vrsti izbiramo z ozirom na 
substrat in produkte, ki morajo med procesom ostati stabilni. Edina reakcija, ki jo je deležen 
substrat, je praviloma katalizirana z izbranim encimom. Pri načrtovanju encimsko kataliziranih 
reakcij je potrebno upoštevati tudi, da so encimi proteini in da imajo zaradi tega fizikalno 
kemijske omejitve, predvsem kar se tiče temperature, vrednosti pH in topil. Še posebej 
zanimivo in zahtevno je usklajevanje reakcijskih pogojev, razmerja reagentov ter procesnih 
parametrov pri tehnologijah, ki jih izvajamo s sistemom dveh ali več encimov.  
Področje biokatalize je izrazito multidisciplinarno, saj je za razvoj novih encimov, postopkov 
in tehnologij potrebno sodelovanje strokovnjakov različnih profilov in kompetenc, kot so 
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mikrobiologi, genetiki, molekularni biologi, bioinformatiki, sintezni kemiki in kemijski 
inženirji. Vsaka stopnja razvoja proizvodnega postopka – od načrtovanja in razvoja 
specifičnega encima, učinkovitega proizvodnega procesa za proizvodnjo komercialnih količin 
encima, razvoja laboratorijskega postopka biotransformacije, ki pogosto vključuje več encimov 
ter kofaktorje, do prenosa le-tega v industrijsko merilo in na koncu še vzpostavitev komercialne 
proizvodnje – je  zelo zahtevna. 
1.3.1 Penjenje 
Penjenje je pogost pojav tako med biosintezo v bioreaktorjih, kot tudi v kemijskih reaktorjih 
med določenimi sinteznimi stopnjami. Od sestave mešanega medija ter načina in intenzivnosti 
mešanja je odvisna tudi struktura ter količina pene. Penjenje v bioreaktorjih zmanjšujemo s 
protipenilnimi sredstvi, kot so na primer trigliceridi ali mineralna olja. To je nujno, sicer bi 
lahko iztekle velike količine biosinteznega medija (>30%) skozi odduh. V kemijskih reaktorjih 
pena pogosto ni pomemben dejavnik, se pa situacija, ki smo jo opisali pri bioreaktorjih – 
biosintezi, pogosto ponovi pri encimsko kataliziranih reakcijah, oziroma biokatalizi. V 
biokatalizi namesto kemijskih katalizatorjev, pogosto anorganskih, uporabljamo encime, to je 
proteine. Proteini so amfifilne molekule in lahko delujejo kot surfaktanti, na podoben način kot 
detergenti. Lahko se adsorbirajo na površino med plinasto-vodno fazo ter znižujejo površinsko 
napetost raztopine, kar posledično povzroči nastajanje pene. Ta proces lahko vodi v 
denaturacijo proteinov, kar pa v primeru uporabe encimov za biokatalizo nikakor ne želimo. 
Do denaturacije pride, ker terciarna struktura proteinov praviloma (evolucijsko) ustreza vodnim 
okoljem. Zvijanje proteinske molekule v 3D strukturo, večino hidrofobnih aminokislinskih 
preostankov postavi v notranjost, sicer relativno zelo fleksibilne strukture. Nativno strukturo 
encima lahko delno poruši že močno mešanje. Pri tem prede do interakcije hidrofobnih delov 
proteinskih molekul s slojem med plinasto in vodno fazo ter med interakcijami hidrofobnih 
regij posameznih encimov, s tem pa se lahko poruši (denaturira) funkcionalna terciarna 
struktura proteinov / encimov. 
Glede na to, da smo pri pretvorbi pirmetazola v esomeprazol potrebovali tri encime, reakcijsko 
mešanico prezračevali ter intenzivno mešali reakcijsko mešanico, smo imeli izpolnjene osnovne 
pogoje za intenzivno penjenje reakcijske mešanice. Ker uporaba protipenilnih sredstev ni bila 
zaželjena, smo se osredotočili na druge tehnične in tehnološke rešitve, s katerimi smo upočasnili 
nastajanje pene ter denaturacijo encimov 34, 55, 95, 97, 100, 101.  
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1.4 Encimska kataliza v organski sintezi 
1.4.1 Monooksigenaze  
Monooksigenaze so encimi, ki katalizirajo vključitev kisikovega atoma iz O2 v organski 
substrat. Reakcija molekule O2 je spinsko prepovedana reakcija in lahko poteče le, če encimi 
aktivirajo molekularni kisik, ki nato reagira z organskim substratom. Za aktivacijo 
molekularnega kisika oz. prenos elektronov na molekularni kisik monooksigenaze v večini 
primerov uporabijo (an)organske kofaktorje. Monooksigenaze so praviloma visoko kemo-, 
regio- in/ali enantioselektivne, zaradi česar so še posebej zanimivi biokatalizatorji. Delimo jih 
v več skupin in sicer glede na vrsto kofaktorja, ki ga potrebujejo za svoje delovanje: od 
citokroma P450 do flavinov, kovinskih ionov in monooksigenaz, ki ne potrebujejo kofaktorja. 
Potrebno je poudariti tudi to, da večina monooksigenaz kot donorje elektronov potrebuje 
nikotinamidne koencime. 
Vezava kofaktorjev na encim je praviloma povezana z afiniteto v nM območju. Nekatere 
monooksigenaze (oksidoreduktaze) svoje kofaktorje vežejo kovalentno. V tem primeru 
kofaktorje imenujemo prostetične skupine, ki so stalni sestavni del encimske molekule. Druge 
monooksigenaze pa svoje kofaktorje (npr. NADH, NADPH in koencim A) vežejo z nižjo 
afiniteto, zato slednji delujejo kot substrati in v naravnih sistemih pogosto krožijo med 
različnimi encimi. Te kofaktorje imenujemo koencimi.  
Glede na vrsto reakcije, ki jo katalizirajo, delimo oksidoreduktaze na 22 različnih EC-
podrazredov. Enostavnejšo klasifikacijo je predlagal Xu, ki je te encime razdelil v štiri skupine: 
(i) oksidaze, (ii) peroksidaze, (iii) oksigenaze in (iv) dehidrogenaze/reduktaze. V doktorskem 
delu se bomo osredotočili predvsem na monooksigenaze, encime, ki katalizirajo vključevanje 
enega atoma kisika, ki izhaja iz molekule kisika. 
1.4.2 Razredi monooksigenaz 
Monooksigenaze (EC 1.13.x.x in EC 1.14.x.x) katalizirajo vključitev enega kisikovega atoma 
v organski substrat. Po aktivaciji molekularnega kisika s prenosom elektronov na molekulo 
kisika nastane kisikov intermediat. Vrsta kisikovega intermediata je odvisna od vrste 
kofaktorja, ki je v monooksigenazi. Monooksigenaze, ki delujejo brez kofaktorja (internal 
monooxygenases), lahko elektrone dobijo neposredno z oksidacijo substrata. Večinoma pa so 
odvisne od zunanjih donorjev elektronov, kot sta na primer koencima NADH in NADPH (slika 
16).14 
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Slika 16: Struktura nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADP). 
Razredov monooksigenaz je več, navedene in opisane so v poglavju 1.6: »Ostale 
monooksigenaze pomembne za industrijsko proizvodnjo«. 
1.4.3 Od flavina odvisne monooksigenaze 
Medtem ko so monooksigenaze s citokromi pogostejše pri evkariontih, so od flavina odvisne 
monooksigenaze pogostejše pri prokariontih. Za svoje delovanje potrebujejo bodisi flavin 
mononukleotid (FMN) bodisi flavin adenin dinukleotid (FAD), ki sta prikazana na sliki 17. Oba 
sta lahko vezana na encim kot prostetična skupina encima ali pa delujeta kot substrat ali 
koencim.14 Od flavina odvisne monooksigenaze se razlikujejo od monooksigenaz, ki vsebujejo 
flavin (FMO). 
Od flavina odvisne monooksigenaze katalizirajo različne reakcije, kot so na primer 
epoksidacija, Baeyer-Villigerjeva oksidacija, halogeniranje in hidrooksiliranje neaktiviranih 
alkanov.15,16 Reaktivni intermediat tvorijo tako preko kovalentne vezi med molekularnim 
kisikom in atomom C4a flavina. Glede na protonirano stanje reaktivnega intermediata gre lahko 
reakcija bodisi v smeri nukleofilne ali elektrofilne oksidacije. Če ni na voljo ustreznega 
organskega substrata ali halida, aktivni intermediat razpade na oksidirani flavin, med reakcijo 
pa nastane H2O2. C4a-(hidro)peroksiflavinski intermediat nastane po redukciji flavina z 
NAD(P)H ter reakcijo z molekularnim kisikom. Po monooksigenaciji substrata C4a-
(hidro)peroksiflavinski intermediat razpade, pri čemer nastaneta oksidirani flavin in H2O.  
Na osnovi aminokislinskega zaporedja ter strukture so od flavina odvisne eksterne 
monooksigenaze razdelili v šest podrazredov, ki so predstavljeni v tabeli 1. 
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Slika 17: Strukturi FMN (levo) in FAD (desno). 
Omenjene monooksigenaze so odvisne od FAD, razen tistih iz podrazreda C. Te so odvisne od 
FMN, sestavljene so iz ene ali dveh monooksigenaznih podenot in ene reduktazne podenote. 
Slednja oskrbuje monooksigenazo z reduciranim FMN. Primeri teh so: luciferaza, ki emitira 
svetlobo z oksidacijo dolgoverižnih alifatskih aldehidov17 ter Baeyer-Villigerjeva 
monooksigenaza (BVMO) tipa II.18 
Od flavina odvisne monooksigenaze podrazredov D, E in F so iz dveh podenot. Reduktaza 
oskrbuje monooksigenazo z reduciranim FAD (FADH2). Poglavitna razlika med temi tremi 
podrazredi od FAD odvisnih monooksigenaz, je v vrsti encimske reakcije, ki jo katalizirajo. 
Podrazred D katalizira oksigenacijo na aromatskem obroču, medtem ko ostala podrazreda 
katalizirata reakcije epoksidacije in halogenacije. 
Od flavina odvisne monooksigenaze podrazredov A in B so eno komponentne. Na isti 
proteinski/encimski molekuli potečeta dve reakciji in sicer redukcija flavina ter 
monooksigenacija. Kot prostetično skupino uporabljajo FAD, donor elektronov pa je predvsem 
NADPH, v nekaterih primerih pa tudi NADH (salicilat 1-monooksigenaza).19 Poglavitna 
razlika med podrazredoma je, da so vsi predstavniki podrazreda B odvisni izključno od 
NADPH. Strukturo tvorita dve regiji za vezavo dinukleotidov (za FAD in NADPH), NADP+ 
pa je vezan na encim skozi ves katalitski cikel.20 V ta podrazred sodijo monooksigenaze, ki 
vsebujejo flavin (FMOs)17, N-hidrokslilirajoče monooksigenaze (NMOs) in BVMO tipa I.21 
Podrazred monooksigenaz A predstavljajo od NADH/NADPH odvisne monooksigenaze, ki 
imajo samo eno vezavno regijo za dinukleotid. NADP+ sprostijo neposredno po redukciji FAD. 
Primera sta p-hidroksibenzoatna hidroksilaza (PHBH) in monooksigenaza skvalena.22,23 
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Tabela 1: Razdelitev od flavina odvisnih monooksigenaz.63 
Podrazred Prototip Reakcije Podenote Kofaktor Koencim 
A 
p-hidroksibenzoatna 
hidroksilaza 
Hidroksilacija, 
epoksidacija 
α FAD NAD(P)H 
B 
Cikloheksanonska 
monooksigenaza 
Baeyer-Villiger, 
N-oksidacija 
α FAD NADPH 
C Luciferaza 
Baeyer-Villiger, 
emisija svetlobe 
α + β - 
FMN/ 
NAD(P)H 
D 
p-
hidroksifenilacetatna 
hidroksilaza 
Hidroksilacija α + β - 
FAD/ 
NAD(P)H 
E 
Stirenska 
monooksigenaza 
Epoksidacija α + β - 
FAD/ 
NAD(P)H 
F 
Triptofanska 7-
halogenaza 
Halogenacija α + β - 
FAD/ 
NAD(P)H 
O od flavina odvisnih internih monooksigenazah je malo podatkov, ker so v naravi redkejše. 
Od flavina odvisne monooksigenaze so zanimive zaradi visoke kemo-, regio- in 
enantioselektivnosti ter dostopnosti. Mnoge so namreč proizvod bakterijskih celic, kar pomeni, 
da jih lahko kloniramo in proizvajamo v večjih količinah. Izolacija je relativno enostavna, saj 
te monooksigenaze niso vključene v celične membrane. Primeri so: 
- Stirenska monooksigenaza (StyA) bakterije Pseudomonas sp. VLB120. Sodi v 
podrazred E in katalizira enantioselektivno oksidacijo stirenskih derivatov ter nastanek 
njihovih (S)-epoksidov. 
- Hidroksibifenil-3-monooksigenaza bakterije Pseudomonas azelaica, ki katalizira 
hidroksilacijo  2-substituiranih fenolov in nastanek 3-substituiranih kateholov. 
- Baeyer-Villiger monooksigenaze tipa I. 
1.4.4 Baeyer-Villiger monooksigenaze 
Kemijsko reakcijo Baeyer-Villiger sta leta 1899 odkrila Adolf von Baeyer in Victor Villiger.24 
Pri tej oksidaciji karbonilna funkcionalna skupina ustreznega ketona reagira z nukleofilno 
peroksi kislino, pri čemer se tvori tetraedrični intermediat, ki se imenuje Criegeejev intermediat. 
Ker je nestabilen, poteče premestitev z eliminacijo karboksilatnega iona in premikom C–C vezi, 
rezultat pretvorbe je nastanek estra ali laktona ter karboksilne kisline kot stranskega produkta.22 
Očitni pomanjkljivosti kemijske reakcije sta potreba po reagentu peroksi kislini ter ekvimolarni 
produkciji karboksilne kisline. Tovrstni kemijski oksidanti so dragi, kemijsko nestabilni in 
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eksplozivni, kar je s stališča varnosti tvegano. Poleg tega pa je potrebno stranski proizvod 
karboksilno kislino (odvisno od peroksi kisline) po končani pretvorbi odstraniti iz reakcijske 
zmesi. Stranski produkt karboksilna kislina predstavlja odpadek, zato je potreben zanjo 
postopek recikliranja za ponovno vračanje v sintezni postopek. 
Baeyer-Villigerjeve monooksigenaze (BVMO) katalizirajo specifične Baeyer-Villigerjeve 
oksidacije na karbonilnih funkcionalnih skupinah substratov z visoko regio- in 
enantioselektivnostjo. Poleg tega lahko katalizirajo tudi elektrofilno oksigenacijo heteroatomov 
dušika in žvepla.25 Imajo pomembno vlogo pri procesih pretvorb ketonov v ustrezne estre in 
laktone, v procesih bioremediacije in zelene kemije, z aplikacijami kot je na primer sinteza 
kiralnih intermediatov. Za razliko od kemijskih Baeyer-Villiger reakcij, BVMO katalizirajo 
reakcije brez močnih kemijskih oksidantov ter brez tvorbe stranskih produktov. 
Najpomembnejše od vsega pa je dejstvo, da reakcije potečejo z visoko regio- in 
enantioselektivnostjo. 
Encimi BVMO so pogosto kodirani v bakterijskih, glivnih in rastlinskih genomih, praktično 
nobenega pa ne najdemo v človeškem genomu. BVMO so vključene v metabolne poti 
omenjenih organizmov.25,26,27 V nekaterih primerih so pomembni tudi medicini, bodisi kot 
terapevtiki ali pa kot pomoč pri medicinskih raziskavah.28,29,30,31 Prvi encim BVMO, ki so ga 
izolirali, je bila cikloheksanonska moooksigenaza (CHMO) bakterije Acinetobacter NCIMB 
9871.32 Od poznih devetdesetih let naprej so klonirali mnoge BVMO in jih okarakterizirali v 
smislu njihovega katalitskega delovanja na vrsti različnih substratov, kot so na primer pri 
proizvodnji oksidiranih oblik potencialni intermediatov v kemiji, farmaciji in medicini. 
Največji napredek pri razumevanju njihovega delovanja so dosegli z objavo prve kristalinične 
strukture BVMO tipa 1 fenilacetonske monooksigenaze (Phenylacetone monooxygenase: 
PAMO).33 
Vsi encimi BVMO, ki so jih odkrili in jim v zadnjih letih določili strukturo, katalizirajo 
monooksigenacijo – vključevanje atoma kisika iz molekule kisika v substrat ter redukcijo 
drugega atoma kisika kisikove molekule v vodo. Katalitski mehanizem je podoben 
mehanizmom pri drugih flavoencimskih monooksigenazah, le da vsebuje dodaten Criegeejev 
intermediat (slika 18).   
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Slika 18: Shema katalitskega mehanizma BVMO. 
1.4.5 Baeyer-Villiger monooksigenaze– uporaba v biokatalizi 
BVMO imajo relativno širok spekter katalitskih zmožnosti in širok nabor substratov, zato so še 
posebej zanimive za industrijsko proizvodnjo, tako za kemo-encimske pretvorbe kot tudi za 
razne biotehnološke aplikacije. 
Prvi encim BVMO, ki so ga natančno preučili, je bila cikloheksanonska monooksigenaza 
(CHMO) bakterije Acinetobacter sp. (NCIMB 9871). Cikloheksanonske monooksigenaze so 
od flavina odvisni encimi. Vsebujejo flavinsko prostetično skupino, v glavnem flavin adenin 
dinukleotid (FAD). FAD prostetična skupina je povezana z encimom ter sodeluje v katalitski 
reakciji s tvorbo peroksiflavinskega intermediata. Katalizira pretvorbo cikličnega ketona v 
lakton, tega pa lahko hidroliziramo v alifatsko kislino. CHMO katalizira ključno stopnjo 
biološke razgradnje cikloheksanola v fizioloških pogojih.26 
Encime CHMO so odkrili na osnovi njihove katalitske zmožnosti pretvorbe cikloheksanona v 
sedemčlenski ciklični produkt ε-kaprolakton (slika 19). V reakcijo vstopajo cikloheksanon, 
molekula kisika in NADPH. Nastane kaprolakton in voda ter oksidirani kofaktor NADP.34 
 
Slika 19: Shema pretvorbe cikloheksanona v ε-kaprolakton. 
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BVMO encimi so kodirani v številnih bakterijskih genomih. Acinetobacter calcoaceticus NCIB 
9871 lahko raste na cikloheksanolu kot edinem viru ogljika.32 Končni produkt metabolizma 
cikloheksanola v bakteriji je adipinska kislina, ta pa vstopa v cikel β-oksidacje, kjer nastane 
acetil-CoA in sukcinil-CoA. 
Metabolne poti Acinetobacter lahko izkoristimo za proizvodnjo bodisi ε-kaprolaktona bodisi 
adipinske kisline. V prvem primeru lahko proizvod CHMO uporabljajo za proizvodnjo 
polikaprolaktona s polimerizacijo z odpiranjem kaprolaktonskega obroča35. Polikaprolakton 
(PCL) je poliester z zanimivimi fizikalno kemijskimi lastnostmi, poleg tega pa je biološko 
razgradljiv. V drugem primeru pa lahko uporabimo adipinsko kislino za sintezo najlona 6,6.36 
To je polimer iz ponavljajočih se 12-C enot, ki ga tvorimo s kondenzacijo adipinske kisline in 
heksametilendiamina. CHMO lahko uporabimo tudi za sintezo bicikličnih laktonov37. 
S stališča našega dela (biokatalitska proizvodnja esomeprazola) je zanimivejši primer 
raziskava, ki jo je opravil Colonna s sodelavci. Zanimala jih je možnost biosinteze različnih 
sulfoksidov, tako zaradi biološkega pomena, kot tudi zaradi možnosti njihove uporabe v 
farmaciji. Pokazali so široko selektivnost za substrate, ki vsebujejo sulfidno funkcionalno 
skupino. Encim je lahko oksidiral alkil- in arilsulfide, disulfide, dialkil sulfide, ciklične in 
aciklične 1,3-ditioacetale in 1,3-oksatioacetale v ustrezne monosulfokside, z visokim 
enantiomernim presežkom.38 
Nekaj let kasneje je ista skupina opisala oksidacijo organskih cikličnih sulfitov do sulfatov.38 
Slednji so sintezni ekvivalenti epoksidov, ki lahko reagirajo z mnogimi kemijsko različnimi 
nukleofili.39 
Encime CHMO so uporabljali tudi kot biokatalizatorje za enantioselektivno oksidacijo 
prokiralnih tioetrov ter proizvodnjo kiralnih sulfoksidov s pomočjo kisika iz zraka (slika 20).52 
Primer reakcije s CHMO, je opisal tudi Reetz s sodelavci.40  
Encimi CHMO lahko kot substrate prepoznajo tudi najrazličnejše alkil-aril sulfide, o čemer 
poročajo številni avtorji.41,42,43 
 
 
Slika 20: Shema proizvodnje kiralnih sulfoksidov, katalizirane s CHMO. 
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Iz skupine BVMO je zanimiv tudi encim 4-hidroksiacetofenon monooksigenaza (HAPMO), ki 
so jo izolirali iz bakterije Pseudomonas fluorescens ACB, in pretvarja aromatske spojine.38 
Specifičen je za različne ketone, vključno z arilnimi ketoni. Konverzija različnih arilnih 
ketonov, substituiranih na fenilnem obroču, v fenilne acetate s pomočjo HAPMO je alternativna 
sintezna pot za prekurzorje farmacevtsko pomembnih substanc.21,44  
BVMO encimi imajo še eno zanimivo lastnost, ključno za organsko sintezo. Katalizirajo visoko 
regio- in enantioselektivne reakcije tako na ketonih kot tudi na šibko (»soft«) nukleofilnih 
substratih.  
Pri kemijskih Baeyer-Villiger oksidacijah poteče vključevanje kisika samo na karbonilnem 
ogljiku in na najbolj substituiranem bližnjem ogljiku na molekuli substrata, medtem ko se pri 
BVMO pri nekaterih substratih kaže regiodivergenca. To pomeni, da se glede na enantiomerne 
lastnosti substrata z encimsko katalizo tvorijo različni regioizomerni produkti. Primer je 
regiodivergentna konverzija (±)-biciko[3.2.0]hept-2-en-6-ona v dva regioizomerna produkta in 
sicer (–)-(1S,5R)-2-oksabiciklo[3.3.0]okt-6-en-3-on in (–)-(1R,5S)-3-oksabiciklo[3.3.0]okt-6-
en-2-on. Ta reakcija je tudi visoko enantioselektivna, saj je razmerje regioizomernih produktov 
1:1, enantiomerna čistost pa je visoka.45   
Encim ciklodekanonska monooksigenaza (CPDMO) bakterije Pseudomonas sp. Sev HI-70 
prednostno pretvarja ciklične in biciklične ketone s 7 do 18 C-atomi.46 Zgoraj omenjeni encim 
je poleg delovanja na ciklopentadekanonu kataliziral tudi B-V oksidacije na 3-keto- in 17-
ketosteroidih.47 
Za BVMO v literaturi pogosto navajajo, da katalizirajo ločevanje racemnih zmesi (kinetična 
resolucija). Tako PAMO kot HAPO katalizirata izrazito enantioselektivno oksigenacijo 
različnih substituiranih benzilnih ketonov, produkti pa so različni enantiomerno čisti benzilni 
ketoni in estri. 
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Tabela 2: Primeri stereoselektivnih reakcij, ki jih katalizirajo encimi BVMO. 
Encim Substrat Izkoristek (%) 
Delež (R)-
izomera (%) 
Delež (S)-
izomera (%) Vir 
CHMO 
 
85 96 4 
Berenzina in 
sodelavci, 
200248 
PAMO 
 
84 82 18 
Gutiérrez in 
sodelavci, 
200549 
HAPM
O 
 
84 14 86 
Rodriguez in 
sodelavci, 
201050 
CPMO 
 
68 46 54 
Iwaki in 
sodelavci, 
200251 
CHMO  90 97 3 
Colonna in 
sodelavci, 
200143 
CHMO 
 
n.p. 27 73 
Light in 
sodelavci, 
198252 
PAMO  94 44 56 
De Gonzalo in 
sodelavci, 
200653 
HAPM
O  55 15 85 
De Gonzalo in 
sodelavci, 
200653 
CHMO 
 
99 >98 <2 Codexis54 
1.4.6 Baeyer-Villiger monooksigenaze – uporaba v industriji 
Pri uporabi BVMO v industrijski proizvodnji je ozko grlo potreba po stehiometričnih količinah 
reduciranega koencima NADPH ter njegova visoka cena.55 Edina rešitev je trenutno njegova 
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ponovna uporaba po regeneraciji (redukciji NADP v NADPH). Načinov regeneracije je več, od 
kemijskih, elektrokemijskih in fotokemijskih do encimskih. 
CHMO in sorodne BVMO so sprva uporabljali v industriji za proizvodnjo optično čistih spojin 
predvsem v industriji arom.56 V letu 2006 so razvili tudi proces s pomočjo encima PAMO za 
pripravo modafinila, ki pomaga vzdrževati budnost. Kot zdravilo so ga uporabljali za lajšanje 
težav s spanjem pri delavcih, ki so delali v izmenah.57 Ta encim katalizira pretvorbo sulfidnega 
prekurzorja v želeni enantiomer sulfoksida. Novejši primer se nanaša na encim, ki smo ga 
uporabljali pri naših raziskavah v razvoju in optimizaciji industrijskega procesa za proizvodnjo 
esomeprazola, ki so ga v patentu prijavili Bong in sodelavci.58 
Upoštevajoč pomembnost optično aktivnih laktonov in sulfoksidov v kemiji in medicini ter 
prizadevanja za manj nevarne in okolju prijaznejše reakcije, je prihodnost za flavoprotein 
monooksigenaze obetavna. Kljub velikemu napredku na področju uporabe teh encimov v 
industrijskih kemijskih sintezah, so potrebne nadaljnje izboljšave pri načrtovanju stabilnih in 
bolj selektivnih monooksigenaz, da bi postala biokataliza konkurenčna čisti kemični sintezi. 
1.5 Encimska sinteza esomeprazola 
Biokatalitska oksidacija pirmetazola z monooksigenazo cikloheksanona s pomočjo mikrobnih 
celic je opisana v patentu US 5,840,552.59 Proces temelji na uporabi celic bakterije 
Acinetobacter NCIMB9871, ki proizvajajo CHMO, vendar je zaradi nizke aktivnosti celic 
izrazito neučinkovit. 
Najboljšo rešitev v smislu tehnološke uporabe cikloheksanonske monooksigenaze za oksidacijo 
pirmetazola v esomeprazol so razvili v družbi Codexis. Encim, ki so ga izbrali ter z njim izvedli 
prve teste, je bil naravni encim CHMO bakterije Acinetobacter NCIMB9871. Naravni encim je 
imel zelo nizko specifično aktivnost za biokatalitsko oksidacijo pirmetazola (sulfid) v 
esomeprazol (sulfoksid), ni bil stabilen v organskih topilih in ni bil dovolj enantioselektiven. 
Encim so začeli sistematično spreminjati s pomočjo metod genskega inženiringa ter s pomočjo 
bioinformatskih orodij. V patentu so natančno opisali stopnje razvoja učinkovitega, visoko 
aktivnega ter enantioselektivnega encima za selektivno encimsko katalizirano oksidacijo 
pirmetazola v esomeprazol (slika 21). 
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Slika 21: Shema oksidacije pirmetazola v esomeprazol s CHMO. 
1.6 Ostale monooksigenaze, pomembne za industrijsko proizvodnjo 
Zaenkrat smo obravnavali samo družino monooksigenaz, v katero sodi CHMO CDX-003, 
monooksigenaza, ki je predmet raziskav tekom doktorskega dela in na kateri smo razvili 
industrijski proces. Obstajajo pa tudi druge skupine monooksigenaz, ki so zanimive s stališča 
proizvodnje farmacevtskih intermediatov, reagentov in aktivnih učinkovin, novih materialov in 
tudi novih kemo-encimatskih oziroma biokatalitskih načinov proizvodnje izbranih molekul, kot 
so na primer proizvodnja aktinorodina in tetracenomicina C ter ostalih, kar opisujemo v 
podpoglavju 1.6.7: »Flavin vsebujoče monooksigenaze (FMO)«.  
Nekatere monooksigenaze so relevantne v medicini, medicinskih in farmacevtskih raziskavah, 
med drugim tudi za sintezno pripravo večjih količin metabolitov API z vidika bodisi aktivacije 
bodisi eliminacije. Omenjene so v poglavju 1.6.6: »Od hema odvisne monooksigenaze« - 
citokrom-P450-monooksigenaze ali CYPs (EC 1.14.13.x, EC 1.14.14.x in EC 1.14.15.x).  
Mnoge monooksigenaze so ključne za procese detoksifikacije v okolju. Gre za naravne encime, 
ki bi jih s primernimi modifikacijami lahko spremenili v učinkovita orodja za aktivno, 
pospešeno čiščenje kontaminacij s pesticidi, herbicidi in kontaminacija industrijskih področij z 
različnimi kemikalijami. Z oksidacijo bi lahko pospešili njihovo biološko razgradnjo.  
Encimska kataliza se je pridružila kemijski sintezi predvsem na področjih, kjer gre za 
proizvodnjo enantiomerov s kiralno sintezo ali s kiralno ločbo. Glede na razvoj molekularno-
bioloških in biokemijskih orodij, bioinformatike ter zmogljivih algoritmov za simulacije 
delovanja različnih proteinskih struktur v odvisnosti od reakcijskega okolja in encimskih 
kofaktorjev, lahko v bodoče pričakujemo močan vpliv področja biokatalize na farmacevtsko 
industrijo. To bo ključnega pomena predvsem pri pripravi in proizvodnji majhnih molekul, ki 
jih do sedaj nismo mogli tvoriti s pomočjo kemijske sinteze ali pa bi bila njihova proizvodnja 
neekonomična. Prevladujočo vlogo na področju sinteze malih molekul je igralo dejstvo, kaj je 
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s stališča sinteze izvedljivo ali neizvedljivo. Ta pogled pa se na podlagi uspešnih primerov 
biokatalize in sintezne biologije v zadnjih letih močno spreminja. 
V razpravi želimo omeniti tudi področje biokatalize v najožjem pomenu besede. Gre za uporabo 
živih ali mirujočih celic ter njihovih biosinteznih oz. metabolnih sistemov za izvedbo želenih 
pretvorb. Tu imamo predvsem v mislih kompleksnejše, včasih tudi večstopenjske pretvorbe, ter 
tiste pretvorbe, pri katerih imajo ključno vlogo tudi kofaktorji.  
1.6.1 Od bakra odvisne monooksigenaze  
Od bakra odvisne monooksigenaze (EC 1.14.17.x) sestavljajo relativno majhno družino 
encimov, ki uporablja bakrove ione za hidroksiliranje primernih substratov. Nahajajo se 
predvsem v evkariontskih organizmih. Primer tovrstnega encima je monooksigenaza dopamina, 
ki katalizira pretvorbo dopamina v noradrenalin. 
1.6.2 Od železa odvisne monooksigenaze brez hema 
To vrsto monooksigenaz imenujemo tudi bakterijske multikomponentne monooksigenaze 
(BMM). Kofaktor, ki ga omenjene monooksigenaze uporabljajo, sta dva iona železa (Fe2+). 
Katalizirajo reakcije hidroksilacije in epoksidacije, sestavljene pa so iz treh komponent: 
monooksigenaze, reduktaze in majhne regulacijske proteinske podenote. Primeri teh encimov 
so monooksigenaza metana (sMMO), monooksigenaze alkenov, hidroksilaze fenola ter štiri-
komponentne alken/aromatske monooksigenaze (na primer toluen 4-monooksigenaza).  
1.6.3 Od pterina odvisne monooksigenaze  
Ta družina encimov (EC 1.14.16.x) katalizira hidroksilacijo aminokislin fenilalanin, tirozin in 
triptofan na njihovih aromatskih obročih. So predvsem evkariontski, nekaj pa je tudi 
prokariontskih encimov. Aktivno mesto tvorijo dva histidinska in glutamatni ostanki ter železov 
ion (Fe2+). Koencim je tetrahidrobiopterin (BH4). Nekateri predstavniki so fenilalanin 4-
monooksigenaza (PheH, EC 1.14.16.1), antranilat 3-monooksigenaza, tirozin 3-
monooksigenaza in gliceril etil monooksigenaza. 
1.6.4 Ostale od kofaktorja odvisne monooksigenaze 
Tovrstni encimi so redki. Primer je aklacinomicin 10-hidroksilaza bakterije Streptomyces 
purpurascens. Katalizira vključitev kisikovega atoma iz molekularnega kisika v substrat. 
Kofaktor je S-adenozil-L-metionin. 
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1.6.5 Od kofaktorja neodvisne monooksigenaze 
Nekatere monooksigenaze za svoje delovanje potrebujejo samo molekularni kisik, substrat pa 
deluje kot reducent. Za katalizo so ključne S–H funkcionalne skupine in histidinski ostanki. 
Večino od kofaktorja neodvisnih monooksigenaz so odkrili pri streptomicetah. Med drugim so 
vpletene v biosintezo aktinorodina in tetracenomicina C (protitumorni učinkovini). 
1.6.6 Od hema odvisne monooksigenaze  
Imenujemo jih tudi citokrom-P450-monooksigenaze ali CYPs (EC 1.14.13.x, EC 1.14.14.x in 
EC 1.14.15.x). Lahko jih najdemo v evkariontih in prokariontih, a so pogostejše so pri 
evkariontih. Katalizirajo širok nabor oksidacij. Poleg epoksidacij in hidroksilacij lahko te 
monooksigenaze katalizirajo tudi dealkiliranje in oksidacije heteroatomov, oksidativne 
deaminacije, dehalogenacije, dehidrogenacije, dehidratacije in redukcije.60 
Encimi CYP za aktivacijo O2 potrebujejo elektrone, aktivacija pa poteče na prostetični skupini 
hema b. Elektrone praviloma posredujejo koencimi NADH in NADPH, mehanizmi prenosa 
elektronov pa so različni. 
Kemizem teh monooksigenaz ter njihov mehanizem delovanja je že opisan v literaturi.61,62 V 
prvi stopnji reakcije se organski substrat (XH) veže na encim, sledi prenos enega elektrona na 
železo v hemu ter redukcija železa iz Fe(III) v Fe(II). Nato z vezavo molekularnega kisika 
nastane kompleks oksi-P450. Le-ta pa se reducira s prenosom drugega elektrona. Po dvojni 
protonaciji na oddaljenem kisiku se O–O vez cepi in s tem nastane reaktivni encimski 
intermediat. Ta intermediat lahko vključi kisikov atom v organski substrat ter formira kompleks 
encim-produkt. Po sprostitvi produkta ostane encim v mirujoči fazi, v kateri je na hem kot peti 
ligand vezana molekula vode. Cistein, ki je ključen za reakcijo, deluje kot šesti ligand hema. 
Poleg opisane katalize pa lahko različni encimski oksi-intermediati razpadejo v oksidiranem 
stanju. Kot stranski proizvod tako nastane H2O2. Te neproduktivne reakcije imenujemo tudi 
“uncoupling” reakcije. 
1.6.7 Flavin vsebujoče monooksigenaze (FMO) 
V razred B od flavina odvisnih monooksigenaz sodijo poleg monooksigenaz BVMO tudi 
monooksigenaze, ki vsebujejo flavin (»flavin-containing«) oz. FMO. BVMO tipa 1 so odvisne 
od FAD in NADPH in vsebujejo dve regiji za vezavo dinukleotida (βαβ-vijačnice), znani kot 
t.i. Rossmanova motiva.63 Ena regija je namenjena vezavi FAD, druga pa vezavi NADPH. 
Sestojijo iz ene polipeptidne verige. Za razliko od BVMO se FMO pojavljajo tudi pri živalih in 
ljudeh. Pri sesalcih razdelimo FMO v družine od 1 do 5. Ti encimi so vezani na membrano, 
zato je biokataliza z njimi zahtevna. Katalizirajo oksigenacijo širokega spektra nukleofilnih 
snovi, ki vsebujejo heteroatome, predvsem žveplo in dušik. FMO sesalcev sodelujejo pri 
metabolizmu aktivnih učinkovin (slika 22), po spektru substratov pa se prekrivajo s citokromi 
P450. 
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Slika 22: Primeri učinkovin, ki jih metabolizirajo FMO. 
1.6.8 Potencialna uporaba humanih FMO 
Pri razvoju zdravil potrebujemo metabolite aktivnih farmacevtskih učinkovin za določitev 
njihove strukture ter kot standarde za potrebe analitike. Njihova kemijska sinteza je pogosto 
prezahtevna in predraga, saj vključuje večstopenjske pretvorbe, vključno z zaščito in odščito 
določenih reaktivnih oziroma funkcionalnih skupin intermediatov. Lahko pa jih pripravimo s 
pomočjo rekombinantnih očiščenih humanih FMO (največkrat v E. coli) v eni sami katalitski 
stopnji in vitro.64 
Tako kot velja za BVMO, je tudi pri FMO lahko ozko grlo reakcije regeneracija kofaktorja. V 
določenih primerih se lahko tem oviram izognemo z uporabo biokatalize z mikrobnimi 
celicami. Primer le-tega je uporaba humane FMO3 z živimi celicami. Primer je sinteza 
metabolita moklobemid-N-oksida v nekaj miligramskem merilu.65 Omenjena raziskava je 
odprla pot bodočim aplikacijam pri sintezi molekul za presejalne teste potencialnih novih API-
jev. 
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1.6.9 Uporaba mikrobnih celic v biokatalizi 
Uporaba mikrobnih celic v biosintezi je precej ekonomičen pristop, saj celice same proizvajajo 
oz. regenerirajo kofaktor ter proizvajajo encim. To lahko storijo bodisi na osnovi lastnih genov 
za BVMO bodisi na osnovi kloniranih genov – metod genskega inženiringa (rekombinantni 
sevi bakterij in gliv). Mikrobne celice najprej gojimo na ustreznem rastnem gojišču ter po 
potrebi induciramo biosintezo encima BVMO. Nato v gojišče dovedemo substrat za BVMO. 
Po zaključeni biokatalitski stopnji proizvod encimske reakcije izoliramo.  
Primerov uspešne katalize z mikrobnimi celicami, ki proizvajajo encime BVMO je veliko. 
Znani so uspešni presejalni testi z bakterijo Xanthobacter sp. ZL5 na substratih kot so 
monosubstituirani ciklični ketoni, biciklobutanoni in derivati terpenona.66 Pri gensko 
manipuliranem sevu Thermobifida fusca so modificirali sekrecijske zmožnosti encima v 
periplazmo ter s tem bistveno izboljšali potencial glede izmenjave snovi. Substrat je učinkovito 
vstopal v periplazmo, produkti pa v izvencelični prostor, prav tako pa je bila močno izboljšana 
izmenjava kofaktorja oz. dostopnost le-tega za encim fosfit dehidrogenazo (PTDH), ki je 
regenerirala kofaktor.67 Summers je s sodelavci identificiral  BVMO  R. jostii, ki katalizira 
regioselektivno biotransformacijo biciklo[3.2.0]hept-2-en-6-ona v ustrezen lakton.68 
Poleg prednosti pa imajo sistemi za biokatalizo z mikrobnimi celicami tudi vrsto 
pomanjkljivosti. Te obsegajo od ponovljivosti postopkov ter rezultatov nastanka stranskih 
proizvodov, slabe izmenjave snovi, nizke učinkovitosti, izrazito neugodnega razmerja med 
količino (maso) substrata in prostornino reaktorja (volumska produktivnost), možnosti ponovne 
razgradnje produkta v celicah do povratne inhibicije sinteze encima ali regeneracije kofaktorja 
ipd. Zato ima kataliza s pomočjo encimov še vedno veliko prednost pred mikrobnimi sistemi. 
Po drugi strani pa so slednji potrebni pri izvajanju obširnih presejalnih testov z namenom 
iskanja novih encimov oz. reakcijskih pogojev ter pri sistemih, za katere še nimamo 
ekonomično ali tehnično ugodnejše rešitve za izvedbo reakcij z izoliranimi encimi. 
1.7 Recikliranje kofaktorja 
Pri kemijskem načinu regeneracije nikotinamidnega koencima lahko reakcijo izvedemo s 
pomočjo rodijevega kompleksa [Cp*Rh(bpy)(H2O)]2+. Pri uporabi omenjenega načina 
regeneracije nastane CO2, tega pa lahko enostavno odstranimo iz reakcijske mešanice. Zaradi 
poteka regeneracije v alkalnih pogojih je regeneracija združljiva samo z omejenimi encimskimi 
reakcijami.61 
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Alternativna metoda za regeneracijo koencima je elektrokemijska. Prednost le-te je njena nizka 
cena in enostavno ločevanje nastalih produktov. Regeneracija lahko poteče kot neposredna 
redukcija na katodi.69,70 Pri posredni redukciji je potrebno uporabiti mediator, ki je lahko 
protein, ki selektivno prenaša elektrone s katode na kofaktor (ferodoksin NADP+reduktaza, 
NAD(P)+dehidrogenza). Obstajajo tudi tehnike z imobilizacijo na površino elektrode bodisi za 
regeneracijo kofaktorja bodisi za neposredno redukcijo brez NADPH.69,71,72,73 
Regeneracija kofaktorja je možna tudi s pomočjo fotokemijskega postopka, kjer s pomočjo 
vidne svetlobe reduciramo na svetlobo občutljiv material. Primeri takih materialov so 
[Ru(bpy)3]2+, Zn-TMPyP4+, flavinska barvila, Fe2O3 in TiO2, ki lahko generirajo elektrone od 
donorjev elektronov, kot je na primer EDTA. Redukcija poteče preko prenašalca elektronov, 
npr. metil viologena, ki lahko prenaša elektrone do encimov odvisnih od NAD(P)+.74 Ključna 
pomanjkljivost tega sistema je njegova zelo nizka učinkovitost. 
Od vseh naštetih metod je najboljša encimska metoda. Reakcije regeneracije koencima 
temeljijo na sklopljenih encimskih reakcijah, ki proizvajajo NADPH (reducirajo NADP v 
NADPH) na račun sekundarnega substrata. Slednjega je treba skrbno izbrati, saj močno vpliva 
na ceno postopka. Najpogostejši način regeneracije koencima je bil povezan z uporabo encimov 
glukoza-6-fosfat dehidrogenaze, alkohol dehidrogenaze in glukoza dehidrogenaze. 
Najbolj napreden način pa je proizvodnja fuzijskega proteina s pomočjo proteinskega 
inženirstva. S kombinacijo enega izmed omenjenih encimov z BVMO lahko proizvedemo 
samozadostno monooksigenazo BVMO.75,76 
1.8 Kristalizacija esomeprazola 
Za proizvodnjo kiralnih, neracemnih API v praksi uporabljamo tri različne pristope, bodisi 
vsakega posebej, bodisi v kombinaciji. Ti pristopi so transformacija enantiomerno čiste 
surovine (prekurzorja, intermediata), asimetrična sinteza in ločevanje racematov. Izbira metode 
je odvisna od specifičnih okoliščin. Zlasti pri industrijskih procesih igra ključno vlogo 
ekonomski vidik. Potrebno je oceniti proces s tehnološke plati, z vidika trajanja razvoja in 
prenosa v komercialno merilo, regulatornega vidika, vidika industrijske lastnine ter njegove 
robustnosti.77 
Kljub izjemnemu napredku v enantioselektivni sintezi so visoki stroški reagentov in ekstremni 
reakcijski pogoji, kot so nizka temperatura, stroga izključitev vlage itd., pomemben dejavnik, 
ki zavira uporabo teh procesov v industriji. Tudi razpoložljivost naravnih kiralnih proizvodov 
je dokaj omejena. Postopki resolucije racematov pa običajno zahtevajo relativno poceni 
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reagente in nezahtevne reakcijske pogoje.78 Med različnimi metodami ločevanja racematov so 
doslej prevladovale metode, ki temeljijo na kristalizaciji.79, 80, 81, 82 Najbolj znana je metoda, pri 
kateri uporabljamo pomožne substance (kiralne pomožnike), ki so praviloma čisti enantiomeri. 
Z njihovo pomočjo tarčne proizvode spremenimo npr. v ionske derivate, nato pa jih 
frakcionirno kristaliziramo.83,84 
Metode ločevanja racematov na osnovi kristalizacije, ki ne potrebujejo nobenih enantiomerno 
čistih snovi in/ali materialov, imenujemo neposredne metode. Temeljijo na pojavu spontanega 
ločevanja, ki ga je odkril že Pasteur.85, 86 Gre za metodo preferenčne kristalizacije, ki je znana 
že od leta 1866. Prenasičeno raztopino racemata cepimo z enim enatiomerom, ki povzroči 
selektivno kristalizacijo tega enantiomera. Kristale ločimo, dodamo prenasičeno raztopino 
racemata in postopek ponovimo. Postopek je zaradi mnogih ponovitev zamuden in načeloma 
ni primeren za industrijsko uporabo.  
Bolj tehnološko uporaben je postopek, kjer izvajamo kristalizacijo vzporedno v dveh reaktorjih, 
povezanih preko tekoče faze. Potrebujemo ustrezen temperaturni program segrevanja in 
ohlajanja, tak proces pa imenujemo »auto-seeded polythermic programmed preferential 
crystallization« (AS3PC).87 Metoda temelji na lastnosti konglomerata katere koli neracemne 
sestave, da ohrani ravnovesje z racemno zmesjo, dokler se komponenta (enantiomer), ki je v 
manjšini, ne raztopi. Med procesom ločevanja induciramo selektivno kristalizacijo v ohlajenem 
reaktorju in sicer z dodajanjem cepiva izbranega enantiomera. Medtem imamo v vzporedno 
povezanem reaktorju suspenzijo racemne mešanice pri temperaturi nasičenja. Zaradi izmenjave 
suspenzije racemne mešanice med reaktorjema simultano potekata tako kristalizacija kot tudi 
raztapljanje, dokler ne dobimo v vsakem od reaktorjev enega oz. drugega čistega enantiomera. 
Prednost tega sistema je, da za cepivo potrebujemo samo enega od enantiomerov. 
Pogosto uporabljamo spontano ločbo modificiranih API. Metodo uporabljamo, kadar se 
nespremenjenih molekul racemata ne da spontano ločiti s kristalizacijo. Zato jih pretvorimo v 
preproste derivate, na primer v soli, estre ali amide, ki kristalizirajo v obliki običajnih 
konglomeratov. V to skupino sodi tudi omeprazol. Racemne zmesi omeprazola v obliki proste 
kisline in magnezijeve soli nimajo tendence za spontano ločbo. Po drugi strani pa se solvati 
kalijeve soli omeprazola z dvema molekulama etanola lahko ločijo na posamezne enantiomere 
z neposredno metodo kristalizacije tako v šaržnem kot tudi v kontinuirnem režimu 
kristalizacije.88 Dietanolni solvat kalijeve soli racemnega omeprazola lahko ločimo na (S)- in 
(R)-enantiomera s pomočjo postopka sklopljene preferenčne kristalizacije. V tem postopku se 
izkorišča majhne spremembe koncentracije topljencev v raztopini za kontrolo procesa 
selektivne rasti kristalov ob istočasnem preprečevanju neželene primarne nukleacije. Ker je 
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prenasičenje majhno, ne prihaja do primarne nukleacije, v kolikor ne dodajo cepiva kristalov 
enantiomera. Rezultat tega postopka je selektivna kristalizacijska tehnika. Tradicionalno šaržno 
izolacijo so s tem postopkom zamenjali s selektivno kristalizacijo v kontinuirnem procesu, ki 
omogoča tudi hitro in enostavno povečavo merila. 
Pri enantioselektivni sintezi lahko proizvedemo enantiomerno relativno čiste spojine, kljub 
temu pa je potrebno surove produkte pred proizvodnjo API pogosto še dodatno očistiti, 
največkrat s prekristalizacijami in ekstrakcijami, da odstranimo nečistote, kot so neželen 
enantiomer ter druge procesne oziroma produktne nečistote. Kiralna sinteza, s katero bi lahko 
proizvedli čisti proizvod s pomočjo ene stopnje kristalizacije, bi imela ob upoštevanju drugih 
dejavnikov ter stroškov pomembno konkurenčno prednost pred drugimi postopki. Omenjeno je 
tudi cilj, ki smo si ga zadali v razvoju postopka za biooksidacijo pirmetazola v (S)-enantiomer 
omeprazola, esomeprazol.  
1.9 Kristalizacija esomeprazol magnezijevega dihidrata 
Zdravilne učinkovine so pri sobnih pogojih večinoma v trdnem agregatnem stanju v kristalni 
obliki in so najpogosteje vgrajene v trdne farmacevtske oblike – tablete ali kapsule. 
Farmakokinetične lastnosti zdravilne učinkovine so pogosto odvisne od njenih fizikalno-
kemijskih lastnosti, znano pa je, da lahko posamezna zdravilna učinkovina obstaja v različnih 
oblikah kot so soli, različne kristalne oblike (polimorfi, psevdopolimorfi) in amorfna oblika, 
katerih kemijske in fizikalne lastnosti se lahko bistveno razlikujejo.  
Z različno kristalizacijo zdravilne učinkovine lahko vplivamo na njene fizikalne in kemijske 
lastnosti. Amorfna oblika zdravilnih učinkovin se hitreje in predvsem bolje raztaplja (višja 
topnost) od kristalnih oblik, vendar jih redko zasledimo v farmacevtskih izdelkih zaradi slabe 
kemijske in fizikalne stabilnosti.  
Različne kristalne oblike (polimorfi) zdravilne učinkovine se lahko med seboj razlikujejo v 
temperaturi tališča, topnosti, stabilnosti, hitrosti raztapljanja, intrinzični topnosti, biološki 
uporabnosti, obliki delcev, gostoti, barvi in stisljivosti. Termodinamično bolj stabilna oblika 
(višje temperatura tališča) je slabše topna od termodinamično manj stabilne oblike. 
Spreminjanje kristalne oblike zdravilne učinkovine je tako eden od načinov za prirejanje njenih 
fizikalno-kemijskih lastnosti.89,90 Pri tem se moramo zavedati, da lahko topnost s 
spreminjanjem kristalne oblike spreminjamo samo v omejenem območju (v literaturi najdemo 
primere, kjer je razlika v topnosti med najbolj in najmanj topno kristalno obliko manj kot 10-
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kratna), medtem, ko lahko topnost z uporabo amorfne oblike povečamo tudi za več kot 1.000-
krat.91 Kokristalizacija ponuja dodatne možnosti in ima velik potencial za pripravo novih, 
stabilnih struktur, s katerimi lahko izboljšamo lastnosti zdravilnih učinkovin. 91,92 
V nasprotju s polimorfi, ki imajo enako kemijsko strukturo, so kokristali spremenjene kemijske 
entitete, ki nastanejo z interakcijo dveh ali več različnih molekul. Po svoji strukturi so kokristali 
najbližje solvatom saj gre v obeh primerih za heteromolekularne strukture, pri čemer je osnovna 
razlika med obema v agregatnem stanju. Pri kokristalih sta tako zdravilna učinkovina kot tvorec 
kokristala pri normalnih pogojih v trdnem stanju,  pri solvatih pa je ena komponenta v tekočem 
stanju. V primerjavi z različnimi kristalnimi oblikami, lahko z izdelavo kokristalov dosežemo 
večje razlike v fizikalno-kemijskih lastnostih zdravilne učinkovine. Lastnosti, ki so pomembne 
za farmacevtsko uporabo zdravilne učinkovine in jih lahko »prirejamo« s tvorbo kokristala, so 
temperatura tališča, topnost, hitrost raztapljanja, stabilnost, higroskopnost, mehanske lastnosti 
in biološka uporabnost. 
Kristalizacija esomeprazol magnezijeve soli sledi stereoselektivni oksidaciji (min 99% ee) in 
čiščenju kompleksa z izolacijo v natrijevo oz. kalijevo sol esomeprazol solvata (npr. etanolni 
oz. metanolni solvat). Solvat prekristaliziramo v magnezijevo sol z amorfno obliko in naprej v 
esomeprazol magnezijevo sol z ustrezno kristalinično strukturo hidrata, med katerimi so 
patentirane oblike tetrahidrat, trihidrat, dihidrat, monohidrat in hemihidrat v kristalni formi A 
in B.93 
Poleg različnih oblik: kristalinično-tekoče, kristalinično, nekristalinično (amorfno) in podobnih 
polimorfov v katerih obstajajo API, polimorfi med procesom proizvodnje API in končnih oblik 
prehajajo skozi fazne konverzije, ko so izpostavljeni fizikalno kemijskim vplivom med procesi 
sušenja, mletja, mikronizacije, mokre granulacije in kompaktiranja. Hkrati pa vplivata tudi 
vlaga in temperatura okolja. Enako je tudi pri omeprazolu oziroma esomeprazolu s tem, da je 
pri kristalizaciji le-tega nujno upoštevati njegove fizikalno kemijske lastnosti, ki pogojujejo 
njegovo (ne)stabilnost. Esomeprazol, v kolikor ni v obliki soli, je v vodi slabo topen, nestabilen 
v kislem okolju, zelo dobro topen pa v alkalnih medijih. 
Fizikalno kemijski principi kristalizacije esomeprazola so enaki, kot za vrsto drugih snovi. Pri 
esomeprazolu gre sicer za S-enantiomer omeprazola kar s stališča kristalizacije pomeni dodatne 
možnosti: od kiralne sinteze S-enantiomer do kiralne ločbe R in S enantiomerov s kemijskimi 
procesi ali pa s kemijsko-encimskimi stopnjami v sintezi ter s simultano kristalizacijo 
ustreznega enantiomera v določen polimorf soli (na primer kalijeve), ki jo nato 
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prekristaliziramo v polimorf druge soli (na primer Mg). Glede na to, da gre pri esomeprazolu 
za njegovo aplikativno vrednost, smo se osredotočili na polimorfe esomeprazola, ki morajo biti 
po eni strani kemijsko stabilni, ustrezno topni – kinetika raztapljanja je pomembna zaradi 
biološke dostopnosti zdravilne učinkovine ter procesibilni. Znanje, ki so ga v prvi vrsti pridobili 
v okviru projektov, povezanih z omeprazolom, so kasneje uporabili pri pripravi ustreznih 
polimorfov esomeprazola.94 
Ključna je stabilnost pri shranjevanju API in končnih farmacevtskih oblik. Sintezo ter 
kristalizacijo stabilnih polimorfov magnezijeve soli omeprazola so opisali v patentu EP 
012449595. V industrijskem merilu je proizvodnja kristalinične oblike magnezijeve soli 
omeprazola zahtevna, ker so kristali zelo drobljivi in zato tehnološko neprivlačni. Po drugi 
strani pa je proces, s katerim ne proizvedemo kristaliničnega materiala manj primeren za 
farmacevtsko uporabo. Fizikalne lastnosti, na katere merimo pri razvoju procesa vključujejo 
ustrezno raven kristaliničnosti, velikost – premer delcev, gostoto (nasipna masa), higroskopnost 
ter vsebnost vode in drugih topil.  
Raven kristaliničnosti mora biti vsaj 70%, povprečna velikost delcev manj kot 30 μm, gostota 
okoli 1,3 g/cm3 , higroskopnost naj ne bi presegla 2 % povišanja mase pri shranjevanju pri 94% 
relativni atmosferski vlagi v 30 dneh. Vsebnost vode med 5 % in 10 % (Karl Fischer), manj kot 
0,1% metanola.  
V različnih patentnih prijavah in patentih opisujejo ključno vlogo rezidualnih topil za stabilnost 
esomeprazola (EP 123023796, EP 137549797). Eno od presenetljivih odkritij je učinkovitost 
uporabe protitopil pri kristalizaciji magnezijevih soli esomeprazola, ki vsebujejo delež vode os 
2,5 % do največ 5 %. Med stikom oziroma v procesu kristalizacije z mokrim protitopilom so 
proizvedli material z visoko kemijsko in fizikalno stabilnostjo in zelo nizko vsebnostjo 
rezidualnih topil. Material, magnezijeva sol esomeprazola je bila tudi zelo čista ter kristalinična. 
Kot razlagajo, je med obdelavo magnezijeve soli esomeprazola s protitopilom (anti-solvent / 
non solvent) prišlo do ugodnih strukturnih reorganizacij v smeri večje stabilnosti materiala, 
obenem pa tudi do odstranjevanja ostankov komponent topila izhodnega materiala pred 
kristalizacijo. Protitopilo je bilo iz skupine etrov in estrov, trajanje obdelave pa je bilo od ure 
do osmih ur. Stabilna sol esomeprazola je bila magnezijev dihidrat polimorf B, ki so ga s svojim 
procesom pridobili iz amorfnega magnezijevega dihidrata esomeprazola, oblike A.98 
Polimorfi natrijeve soli omeprazola ter enako tudi esomeprazola, imajo na primer zelo različne 
lastnosti glede topnosti in stabilnosti. Oblika A je zelo topna v vodi ter primerna za parenteralno 
rabo. Oblika B je manj higroskopna od A, enako tudi oblika C, ki je še fizično stabilnejša. 
Oblika D je toplotno obstojna ter sipka.  
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Soli, ki jih v farmacevtski industriji pogosto uporabljamo so magnezijeve soli, kar velja tudi za 
esomeprazol. Tudi te so v obliki različnih polimorfov, ki so različno stabilni, higroskopni ter 
glede na strukturo bolj ali manj primerni za tehnološko uporabo, oziroma izdelavo zdravil z 
želenimi farmakološkimi lastnostmi.99 
S stališča procesa ločevanja enantiomerov omeprazola je poleg binolnega zanimiv enostavnejši 
postopek, ki temelji na sklopljeni preferenčni kristalizaciji S-omeprazola iz dietanolnega 
solvata kalijeve soli omeprazola. Princip temelji na majhnih spremembah v koncentraciji 
molekul v fazi raztopine, in s tem uravnava na eni strani proces selektivne rasti kristalov, 
obenem pa po drugi strani preprečuje neželeno primarno nukleacijo. Rezultat je selektivna 
kristalizacijska tehnika, s katero lahko tradicionalno šaržno izolacijo nadomestimo s 
kontinuirnim procesom za proizvodnjo enantiomerno čistega konglomerata kristalov. 
Kritični dejavnik, ki omogoča učinkovito ločbo, je razlika v temperaturi, kar je Hein s 
sodelavci99 pokazal s poskusom, kjer so v začetno steklenico (steklenica A) šaržirali 6 g 
racemne zmesi omeprazola in 50 mL 5 % raztopine vode v etanolu. Tekoča faza je krožila med 
steklenicama A in B s pretokom 0,5 mL / minuto. Temperatura je bila v obeh steklenicah 21 
°C, mešanje pa 600 rpm. V tem času ni prišlo do nukleacije ali rasti kristalov v steklenici B. Ko 
so v steklenico B dodali 0,25 g enantiomera (S) ter počakali, da se je tekoča faza, ki je krožila 
med steklenicama homogenizirala, so temperaturo v steklenici A pričeli višati po 0,1 °C na 
minuto in ko so dosegli razliko v temperaturi ter s tem tudi topnosti v obeh steklenicah, se je v 
steklenici B začela kristalizacija. Ključni dejavnik je tudi ustrezen pretok raztopine med 
steklenicama (reaktorjema). V danem poskusu je bila razlika v temperaturi med A in B 2 °C do 
4 °C. Pri razliki >10 °C proces separacije ni potekal. 
Preferenčna kristalizacija je stereoselektivni kristalizacijski proces. Za razliko od klasične 
ločbe, v tem primeru selektivno kristaliziramo en enantiomer iz racemne, nasičene raztopine, 
in sicer samo z dodatkom cepiva (kristalov) čistega želenega enantiomera brez dodatnega 
kiralnega usmerjevalca. Selektivno rast ene enantiomerne kristalinične faze dosežemo, ker je 
energetska bariera za spontano nukleacijo enantiomera brez dodanega cepiva višja, kot energija, 
potrebna za rast kristalov, ki smo jim dodali cepivo. Ta energetska razlika med nukleacijo, 
potrebno za kristalizacijo in rastjo kristalov, pomeni kinetično prednost ter rast - kristalizacijo 
(cepljenega) enantiomera, medtem, ko drugi enantiomer v celoti ostaja v raztopini.100     
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2 Namen dela  
Namen raziskav doktorskega dela je razviti ter okarakterizirati ekonomičen in učinkovit 
proizvodni postopek kristalizacije esomeprazol magnezijeve soli v obliki dihidrata, preko 
sinteze esomeprazola z encimsko katalizirano reakcijo oksidacije pirmetazola v esomeprazol. 
V prvem delu bomo predstavili postopek s katerim želimo zagotoviti esomeprazol z zelo nizkim 
profilom nečistot, ki ga bomo lahko kristalizirali v esomeprazol magnezijevo sol v eni sami 
stopnji brez kiralnih pomožnikov in z visokim izkoristkom. Kristalizacija esomeprazol 
magnezijeve soli je predstavljena v drugem delu disertacije, kjer bom preučili kristalizacijo (R)-
izomere v suspenziji in pogoje, ki vplivajo na zagotavljanje ustreznega polimorfa esomeprazol 
magnezijeve soli.  
Raziskovalne hipoteze:  
 Preverili bomo enantioselektivnost encima monooksigenaza CDX-003, ki katalizira 
oksidacijo pirmetazola (sulfid) v esomeprazol (sulfoksid). Preučili in definirali bomo 
dejavnike, ki vplivajo na delovanje encima CDX-003 
 Razvili bomo postopek, s katerim bomo določili specifično aktivnost encima. Določili 
bomo aktivnost oziroma količino encima, ki bo zagotavljala optimalno konverzijo. Cilj bo 
najmanj 95 % konverzija pirmetazola v esomeprazol v 24 urah.  
 Določili bomo ključne procesne parametre za encimsko sintezo esomeprazola ter pripravili 
izhodišča za povečavo merila. Preučili bomo: 
- vpliv encimov in reagentov za doseganje ustrezne konverzije v definiranih časovnih 
mejah ter določili potrebne količine posameznih encimov (CDX-003, KRED, 
katalaza) ter kofaktorja NADP in njihovo soodvisnost.   
- vpliv morebitnega inhibitornega učinka acetona. 
- optimalno temperaturo za proces biooksidacije.  
- območje pH za delovanje encimov.  
- način oz. postopek za dovajanje kisika,  ki bo zagotavljal čim boljše raztapljanje 
kisika v reakcijski mešanici ter njegovo učinkovito porazdelitev v reaktorju. 
- različne vrste mešal ter izbrali najprimernejše mešalo glede na delovanje celotnega 
sistema. Upoštevali bomo tako vpliv na konverzijo kot tudi možnost povečave.  
- dejavnike, ki vplivajo na trajanje procesa biooksidacije, z namenom skrajšanja časa 
procesa.  
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 Pripravili bomo izhodišča za povečavo merila.  
 Preverili bomo vpliv nečistot v vhodnem intermediatu na potek in hitrost kristalizacije 
(R)-izomere.  
 Preverili bomo vpliv procesnih pogojev na kristalizacijo (R)-izomere, kjer bom  variiral 
različne procesne parametre kot so: mešanje, hitrost dodajanja protitopila, 
koncentracija, temperatura in topilni sistem. 
 Raziskali bomo vpliv procesnih pogojev sušenja na polimorfno obliko Esomeprazol 
magnezijeve soli. Pri raziskavi bomo variirali  temperaturo, kapaciteto sušenja, tip 
sušilnika. Preverili bomo stabilnost vlažne pogače in vpliv stabilnosti na polimorfno 
obliko soli. 
 Na osnovi podatkov, ki jih bom pridobil pri raziskavah se bomo osredotočil na 
optimizacijo procesa kristalizacije in določil povečevalne kriterije za uporabo v 
industriji.  
 Z uporabo matematičnega modela s populacijskimi bilancami programa bom postavil 
model, ki bo popisal industrijski postopek kristalizacije. Z modelom bomo napovedali 
količino in velikostno porazdelitev formiranih kristalov, ter potek kristalizacije ob 
različnih pogojih, kot sta dodatek protitopila in vpliv temperature.  
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3 Eksperimentalni del 
3.1 Kemikalije 
- Omeprazol sulfid,  Krka (Novo mesto, Slovenija) 
- CHMO, Codexis (Redwood City, Kalifornija, ZDA) 
- KRED, Codexis  
- NADP, Codexis 
- Katalaza, Codexis 
- K-fosfatni pufer, Kalijev fosfat dibazičen,  K2HPO4, Sigma Aldrich (St. Louis, 
Missouri, ZDA) oz. TKI (Hrastnik, Slovenija) 
- 2-propanol, Krka  
- Esomeprazol K sol, Krka 
- Aceton, Krka 
- KOH, Krka 
- Kisik, Krka 
 
Slika 23: Fotografija encimov pripravljenih za eksperiment. Od leve proti desni: tekoča 
katalaza, fin bel prah NADP, fin sipek rumen prah monooksigenaze in sipek rjav prah 
ketoreduktaze.   
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3.2 Eksperimentalni postopki 
3.2.1 Encimska aktivnost 
Eksperiment za določanje encimske aktivnosti smo izvedli v laboratorijskih steklenicah (100 
ml erlenmajerice). V steklenico smo šaržirali 20 ml 50 mM K-fosfatnega pufra, 0,6 g mletega 
pirmetazola, 2-propanol (0,7 ml), katalazo (4 g/L), CHMO (1g/L), KRED (0,5 g/L) in NADP 
(0,1g/L). Korekcije pH nismo izvedli. Temperatura reakcije je znašala 25 °C. Steklenice so 
morale biti odprte. Reakcijsko mešanico smo mešali z magnetom na magnetnem mešalu s 
hitrostjo mešanja 800 rpm.  
3.2.2 Prenos postopka v laboratorij  
Eksperiment za prenos postopka v laboratorij smo izvedli v 1,0 L steklenem reaktorju s PBT 
mešalom (štiri lopatice pod kotom 45 °). V reaktor smo šaržirali 600 ml 50 mM K-fosfatnega 
pufra, 30 g pirmetazola dveh velikosti (mlet ali nemlet; tabela 3), cepivo esomeprazol (5 %), 2-
propanol (26 ml). katalazo (0,2 vol %), CHMO (1 g/L), KRED (0,5 g/L) in NADP (0,1 g/L). 
Izvedli smo korekcijo pH s KOH do vrednosti 9,0. Temperatura reakcije je bila 25 °C. 
Eksperiment smo izvedli v kisikovi atmosferi pod tlakom 1,1 bar. Izhodiščni eksperiment smo 
povzeli po postopku proizvajalca Codexis. 
 
Slika 24: Fotografija reaktorja za prenos postopka v laboratorij.  
Tabela 3: Velikost mletih in nemletih delcev pirmetazola, ki jih uporabljamo pri eksperimentu 
za prenos postopka v laboratorij. 
Pirmetazol Povprečni  premer d10 d50 d90 
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[µm] [µm] [µm] [µm] 
Mlet 8,5 2,6 7,1 16 
Nemlet 24 6 16 54 
3.2.3 Vpliv encimov in reagentov 
Eksperiment za preverjanje vpliva encimov in reagentov smo izvedli v 1,0 L steklenem 
reaktorju s PBT mešalom (štiri lopatice pod kotom 45 °). V reaktor smo šaržirali 600 ml 50 mM 
K-fosfatnega pufra, 30 g mletega pirmetazola, cepivo esomeprazol (5%), 2-propanol (26 ml), 
katalazo (0,2 vol%), CHMO (1g/L), KRED (0,5 g/L) in NADP (0,1g/L). Izvedli smo korekcijo 
pH s KOH do vrednosti 9,0. Temperatura reakcije je bila 25 °C. Eksperiment smo izvedli v 
kisikovi atmosferi pod tlakom 1,1 bar.  
Po zaustavitvi reakcije pri konverziji okoli 60 % smo iz reaktorja odvzeli 5 mL alikvot 
reakcijske mešanice in jih prenesli v 8 mini reaktorjev (tipa Carousel). Pripravili smo vzporedni 
eksperiment v osmih reaktorjih, v katere smo dodajali posamezne encime, njihove kombinacije 
ter NADP (tabela 4). V ta namen smo pripravili raztopine CHMO (15 mg), KRED (7,5 mg) in 
NADP (2 mg) v 1,5 ml 50 mM K-fosfatnega pufra, alikvote pa nato dodajali v skladu z načrtom 
eksperimenta. Volumne smo korigirali z dodatkom pufra. Carousel reaktorje smo trikrat 
prepihali s kisikom, dodali reagente ter inkubirali 24 ur pri sobni temperaturi. 
Tabela 4: Pregled dodanih encimov in reagentov za preverjanja vpliva na potek biooksidacije. 
Eksperiment NADP  (mg) KRED (mg) CHMO (mg) 
REF / / / 
NADP 0,5 / / 
KRED / 2,5 / 
CHMO / / 5,0 
NADP-KRED-CHMO 0,5 2,5 5,0 
NADP-KRED 0,5 2,5 / 
NADP-CHMO 0,5 / 5,0 
3.2.4 Vpliv monooksigenaze 
Eksperimente za preverjanje vpliva monooksigenaze (CHMO) na potek biooksidacije smo 
izvedli v 10 L visokotlačnem hastelloy reaktorju Biazzi s propelerjem s tremi kraki in tremi 
stenskimi razbijalci. V reaktor smo šaržirali 2000 ml 50 mM K-fosfatnega pufra, 60 g mletega 
pirmetazola, 2-propanol (72 ml), katalazo (6 g), CHMO (1,83 g ali 1,2 g; tabela 5), KRED (0,95 
Eksperimentalni del  
37 
g) in NADP (0,14 g). Temperatura reakcije je bila 26 °C. Korekcije pH nismo izvedli. 
Eksperimente smo izvajali v nadtlaku zraka pri 4.5 bar.  
Tabela 5: Pregled dodanih encimov in reagentov za preverjanja vpliva na potek biooksidacije. 
Eksperiment Izvedba 
1,8 g CHMO Reakcija z 1,8 g CHMO 
1,2 g CHMO Reakcija z 1,2 g CHMO 
3.2.5 Vpliv katalaze 
Eksperimente za preverjanje vpliva katalaze na potek biooksidacije smo izvedli v 10 L 
visokotlačnem hastelloy reaktorju Biazzi s propelerjem s tremi kraki in tremi stenskimi 
razbijalci. V reaktor smo šaržirali 2000 ml 50 mM K-fosfatnega pufra, 60 g mletega 
pirmetazola, 2-propanol (72 ml), katalazo (2,4 g ali 6 g; tabela 6), CHMO (1,83 g), KRED (0,95 
g) in NADP (0,14 g). Korekcije pH nismo izvedli. Temperatura reakcije je bila 26 °C. 
Eksperimente smo izvajali v nadtlaku zraka pri 4.5  bar.  
Tabela 6: Pregled dodanih encimov in reagentov za preverjanja vpliva na potek biooksidacije. 
Eksperiment Izvedba 
1 × katalaza Reakcija z 2,4 g katalaze 
2,5 × katalaza Reakcija s 6 g katalaze 
3.2.6 Vpliv acetona  
Eksperimente za preverjanje vpliva acetona na potek biooksidacije smo izvedli v 10 L 
visokotlačnem hastelloy reaktorju Biazzi s propelerjem s tremi kraki in tremi stenskimi 
razbijalci. V reaktor smo šaržirali 2000 ml 50 mM K-fosfatnega pufra, 60 g mletega 
pirmetazola, 2-propanol (72 ml), katalazo (2,4 g), CHMO (1,83 g), KRED (0,95 g) in NADP 
(0,14 g). Temperatura reakcije je bila 26 °C. Eksperimente smo izvajali v nadtlaku zraka pri 4.5 
bar. Po saržiranju vseh standardnih komponent smo dodali v reakcijsko mešanico 0,5 in 1,0 % 
(v/v) acetona (tabela 7). Tekom reakcije smo spremljali vsebnost 2-propanola in acetona z GC 
metodo.  
Tabela 7: Vpliv acetona in potek biooksidacije 
Eksperiment Izvedba 
Aceton; 0,0 % (v/v) Referenčni eksperiment brez dodatka acetona 
Aceton; 0,5 % (v/v) Reakcijski suspenziji dodamo 0,5 % (v/v) acetona 
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Aceton; 1,0 % (v/v) Reakcijski suspenziji dodamo 1,0 % (v/v) acetona 
3.2.7 Vpliv temperature pred in med reakcijo 
Eksperimente za preverjanje vpliva temperature pred biooksidacijo smo izvedli v 10 L 
visokotlačnem hastelloy reaktorju Biazzi s propelerjem s tremi kraki in tremi stenskimi 
razbijalci. V reaktor smo šaržirali 2000 ml 50 mM K-fosfatnega pufra, 60 g mletega pirmetazola 
in 2-propanol (72 ml). Vpliv temperature pred reakcijo smo preverili s segrevanjem puferske 
suspenzije pirmetazola in 2-propanola. Suspenzijo smo segreli na 50 °C. in jo homogenizirali 
60 min (tabela 8). Suspenzijo smo ohladili na 25 ± 3 °C in nadaljevali s saržiranjem encimov. 
V suspenzijo smo šaržirali katalazo (2,4 g), CHMO (1,83 g), KRED (0,95 g) in NADP (0,14 
g). Eksperimente smo izvajali pri nadtlaku zraka 4,5 bar brez korekcije pH.  
Tabela 8: Vpliv temperature na izvedbo biooksidacije pred saržiranjem encimov. 
Eksperiment Izvedba 
Sobna temperatura Brez toplotne obdelave pred reakcijo 
50 °C Toplotna obdelava na 50°C pred saržiranjem encimov 
Eksperimente za preverjanje vpliva temperature med biooksidacijo smo izvedli v 10 L 
visokotlačnem hastelloy reaktorju Biazzi s propelerjem s tremi kraki in tremi stenskimi 
razbijalci. V reaktor smo šaržirali 2000 ml 50 mM K-fosfatnega pufra, 60 g mletega pirmetazola 
in 2-propanol (72 ml). Pufersko suspenzijo pirmetazola in 2-propanola smo homogenizirali ter 
v suspenzijo šaržirali katalazo (2,4 g), CHMO (1,83 g), KRED (0,95 g) in NADP (0,14 g). 
Eksperimente smo izvajali pri nadtlaku zraka 4,5 bar brez korekcije pH. Vpliv temperature med 
reakcijo smo preverili pri reakcijskih temperaturah 20, 22, 25, 28 in 30 °C. 
3.2.8 Vpliv pH  
3.2.8.1 Vpliv pH na aktivnost KRED 
Osnova za preverjanje vpliva pH na aktivnost encimov je bila vrsta presejalnih poskusov, ki 
smo jih testirali ločeno z metodami, specifičnimi za vsak posamezen encim. Po pridobljenih 
rezultatih presejalnih testov smo se na osnovi rezultatov osredotočili na encim ketoreduktazo 
(KRED). Za določitev optimalne vrednosti pH za delovanje ketoreduktaze (KRED) smo 
izvajali teste za aktivnost KRED z encimatskim testom redukcije NADP na NADPH in sočasne 
oksidacije 2-propanola v aceton. Reakcijsko zmes smo pripravili z mešanjem 40 vol % 
raztopine KRED (koncentracija 50 μg/ml), 40 vol % 2-propanola in 20 vol % raztopine NADP 
(koncentracija 2 mg/ml). Po dodatku NADP smo 250 μL reakcijske zmesi prenesli v vdolbinice 
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mikrotitrske plošče. Absorbanco pri 340 nm smo merili 20 min v enominutnih intervalih. 
Aktivnost smo izračunali iz kalibracijske krivulje, pripravljene s 25 μg/ml, 12,5 μg/ml, 6,25 
μg/ml, 3,13 μg/ml in 1,56 μg/ml NADPH v 50 mM kalijevem pufru (pH 7,4). Raztopino NADP 
smo prenesli v vdolbinice mikrotitrske plošče. V vsako vdolbinico smo dodali 50 μg KRED, 
raztopljene v 100 μL 50 mM kalijevega fosfatnega pufra in 100 μL 2-propranola. Po 5 minutah 
inkubacije smo absorbance odčitali pri 340 nm. Za določanje encimske aktivnosti pri različnih 
pH vrednostih smo raztopine KRED pripravili v pufrih s pH 7,2, pH 8,2 in pH 8,5. Encimsko 
aktivnost KRED smo izračunali iz odčitkov absorbance in jo izrazili v μmol/min g. 
3.2.8.2 Vpliv pH na proces biooksidacije 
Eksperimente za preverjanje vpliva pH vrednosti na potek biooksidacije smo izvedli v 10 L 
visokotlačnem hastelloy reaktorju Biazzi s propelerjem s tremi kraki in tremi stenskimi 
razbijalci. V reaktor smo šaržirali 2000 ml 50 mM K-fosfatnega pufra, 60 g mletega 
pirmetazola, 2-propanol (72 ml), katalazo (2,4 g), CHMO (1,83 g), KRED (0,95 g) in NADP 
(0,14 g). Temperatura reakcijske mešanice je bila 26 °C. Eksperimente smo izvajali pri nadtlaku 
zraka 4,5 bar. Izvedli smo dva eksperimenta, pri katerih smo pred vzpostavitvijo nadtlaka bodisi 
izvedli korekcijo pH reakcijske suspenzije z 1M KOH na 9,2, bodisi ne (tabela 9). Ob poteku 
biooksidacije smo spremljamo pH vzorcev s pH metrom.  
Tabela 9: Vpliv pH vrednosti na potek biooksidacije. 
Eksperiment Izvedba 
pH korekcija pH korekcija z 1 M KOH na 9,2 
brez pH korekcije pH korekcija ni izvedena (začetni pH ~ 8,6) 
 
Slika 25: Fotografija reaktorskega sistema Biazzi po končanem eksperimentu biooksidacije.  
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3.2.9 Velikost delcev pirmetazola 
Eksperimente za preverjanje vpliva velikosti delcev pirmetazola smo izvedli v 10 L 
visokotlačnem hastelloy reaktorju Biazzi s propelerjem s tremi kraki in tremi stenskimi 
razbijalci. V reaktor smo šaržirali 2000 ml 50 mM K-fosfatnega pufra, 60 g pirmetazola 
različnih velikosti – mikroniziran in nemlet (tabela 10), 2-propanol (72 ml), katalazo (2,4 g), 
CHMO (1,83 g in 2,75 g), KRED (0,95 g) in NADP (0,14 g). Temperatura reakcijske mešanice 
je bila 26 °C. Eksperimente smo izvajali pri nadtlaku zraka 4,5 bar. Korekcije pH nismo izvedli. 
Tabela 10: Vpliv velikosti delcev pirmetazola na izvedbo biooksidacije. 
Eksperiment Izvedba 
Mikroniziran + 100 % CHMO Mikroniziran pirmetazol, 1,83 g CHMO 
Nemlet + 100 % CHMO Ne mlet pirmetazol, 1,83 g CHMO 
Nemlet + 150 % CHMO Ne mlet pirmetazol, 2,75 g CHMO 
3.2.10 Vpliv oskrbe s kisikom 
Eksperimente za preverjanje vpliva oskrbe s kisikom smo izvedli v visokotlačnem hastelloy 
reaktorskem sistemu autoMATE podjetja HEL, opremljenim z mešalo s štirimi kraki 
(Rushtonova turbina brez diska; slika 26). V reaktor smo šaržirali 29 ml 50 mM K-fosfatnega 
pufra, 1,5 g mletega pirmetazola, cepivo esomeprazol (5 %), 2-propanol (1,2 ml), katalazo (60 
mg), CHMO (30 mg), KRED (15 mg) in NADP (3 mg). Izvedli smo korekcijo pH z 1 M KOH 
do vrednosti 9,2. Temperatura reakcijske mešanice je bila 26 °C. Eksperimente smo izvajali pri 
različnih atmosferah zraka in čistega kisika, kot je navedeno tabeli 11.  
Tabela 11: Pregled atmosfere za preverjanja vpliva oskrbe s kisikom. 
Eksperiment Atmosfera Tlak (bar) 
Zrak 4 bar 
Zrak 
4 
Zrak 5 bar 5 
Kisik 1,5 bar 
Kisik 
1,5 
Kisik 4 bar 4 
Eksperimentalni del  
41 
  
Slika 26: Fotografija reaktorskega sistema autoMATE, uporabljenega za preverjanje vpliva 
oskrbe s kisikom. 
3.2.11 Vpliv medprocesnega čiščenja 
Vpliv medprocesnega čiščenja smo preverili in potrdili v pilotnem merilu tako, da smo v 100 
L hastelloy reaktor s trapezoidnim propelerjem s štirimi lopaticami šaržirali 60 L 50 mM K-
fosfatnega pufra, 1,8 kg mletega pirmetazola, 2-propanol (1,04 L), katalazo (250 g), CHMO 
(80 g), KRED (29 g) in NADP (4,2 g). Korekcije pH nismo izvedli. Reakcijo smo izvajali pri 
26 °C in 4,5 bar nadtlaka zraka. Po zaključeni reakciji smo izvedli čiščenje na dva načina in 
ponovno izvedli reakcijo po zgoraj opisanem postopku. V prvem primeru smo izvedli čiščenje 
z vodo tako, da smo reaktor preko šob sprali z vodo do vizualne čistosti (100 kg vode). V 
drugem primeru pa smo v 100 L reaktor šaržirali 100 L vode in 1 kg COSA CIP 72. Vodno 
raztopino s čistilom smo segreli na 65 °C ter segreto mešali 60 min. Raztopino smo ohladili in 
spustili v odtok. Reaktor smo preko šobe sprali z vodo (50 kg). V reaktor smo šaržirali 20 kg 
metanola, ga segreli do refluksa (65 °C) in temperirali 60 min, nato pa ga ohladili in izpustili iz 
reaktorja. Reaktor smo nato dobro posušili s podtlakom. 
3.2.12 Vpliv kristalizacije produkta in penjenje 
Eksperimente za preverjanje kristalizacije produkta in penjenje smo izvedli v 1 L 
visokotlačnem hastelloy reaktorju Optimax 1001 s propelerjem s štirimi kraki pod kotom 45 ° 
(slika 27). Reaktor je bil opremljenem s temperaturno sondo C22 in kisikovo brezžično sondo 
InPro 6870 z M400 oddajnikom. V reaktor smo šaržirali 500 ml 50 mM K-fosfatnega pufra, 15 
g mikroniziranega pirmetazola, 2-propanol (17,8 ml), katalazo (2 g), CHMO (0,3 g), KRED 
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(0,24 g) in NADP (0,035 g). Temperatura reakcije je bila 26 °C. Eksperimente smo izvajali pri 
nadtlaku zraka 4,5 bar brez korekcije pH.  
 
Slika 27: Fotografija celotnega eksperimentalnega sistema (zgoraj levo), sestavljenega iz 
OPTIMAX 1001 termostatskega dela in 1 L tlačne reaktorske posode (spodaj sredina in shema 
spodaj desno). Reaktorska posoda je opremljena s temperaturno sondo in sondo za merjenje 
kisika InPro 6870 (zgoraj desno).  
3.2.13 Vpliv mešanja in tip mešala 
Vpliv mešanja in tip mešala smo simulirali v 1 L reaktorju z različno geometrijo mešal. 
Simulacijo smo izvedli na mešalih, ki smo jih uporabljali tudi eksperimentalno oz. so bila na 
voljo pri prenosu postopka na večje merilo. Polnitev reaktorja je bila 0,5 L. Računalniška 
dinamika tekočin je bila izvedena s programsko opremo MixIT 4.2 (Tridiagonal Solutions). Za 
izvedbo simulacije smo uporabili naslednje nastavitve: število interakcij prvega reda 200, 
drugega reda 800; mreženje s srednjo gostoto, turbolenčni model k-ε; količina barvila za 
določitev časa premešanja 0,3 vol % in resolucija v izračunu za čas pomešanja 0,5 s.   
Eksperiment za preverjanje vpliva mešala v laboratoriju smo izvedli v 1,0 L steklenem reaktorju 
s PBT mešalom (štirje kraki pod kotom 45°) in ploščatim sidrom (slika 28). V reaktor smo 
šaržirali 600 ml 50 mM K-fosfatnega pufra, 30 g pirmetazola dveh velikosti (mlet ali nemlet), 
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cepivo esomeprazol (5 %), 2-propanol (26 ml), katalazo (0,2 vol%), CHMO (1g/L), KRED (0,5 
g/L) in NADP (0,1g/L). pH smo korigirali s KOH do vrednosti 9,0. Temperatura reakcije je 
bila 25 °C. Eksperiment smo izvedli v kisikovi atmosferi pod tlakom 1,1 bar. Izhodiščni 
eksperiment smo povzeli po postopku proizvajalca Codexis. 
 
Slika 28: Laboratorijsko sidro (levo) in mešalo PBT (desno). 
3.2.14 Povečava merila  
Povečavo merila smo izvedli z laboratorijskega (10 L) na pilotno (100 L) in proizvodno (5000 
L) merilo. V pilotnem merilu smo v 100 L hastelloy reaktor s trapezoidnim propelerjem s štirimi 
lopaticami saržirali 60 L 50 mM K-fosfatnega pufra, 1,8 kg mletega pirmetazola, 2-propanol 
(1,04 L), katalazo (250 g), CHMO (80 g), KRED (29 g) in NADP (4,2 g). Korekcije pH nismo 
izvedli. Reakcijo smo izvajali pri 26 °C, zračnem tlaku 4,5 bar in mešanje 130 rpm. 
V proizvodnem merilu smo v 5000 L reaktor z Optifoil mešalom s štirimi lopaticami (slika 29) 
šaržirali reagente za 25 in 50 % polnitev z linearno povečavo (faktor 2). Navedene so količine 
za 25 % polnitev. V reaktor smo šaržirali 1000 L 50 mM K-fosfatnega pufra, 2-propanol (30 
L), katalazo (1,3 kg), CHMO (1,9 kg), KRED (0,48 kg) in NADP (0,083 g). Korekcije pH 
nismo izvedli. Reakcijo smo izvajali pri 26 °C, zračnem tlaku 4,5 bar in mešanju 80 rpm. 
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Slika 29: Shematski prikaz proizvodnega reaktorja.  
3.2.15 Kristalizacija esomeprazol magnezijeve soli  
Kristalizacijo esomeprazol magnezije soli dihidrata izvedemo iz esomeprazol Mg soli surove 
(v nadaljevanju SUROV). V reaktor saržiramo metanol (10 × mSUROV) in esomeprazol 
magnezijevo sol surovo (mSUROV). Suspenzijo raztopimo s segrejem do 30 °C. V raztopino 
dodamo aktivno oglje (0,05 × mSUROV), mešamo 20 do 30 minut in toplo prefiltriramo preko. 
Metanolno raztopino esomeprazol magnezijeve soli vakuumsko skoncentriraj do koncentrirane 
raztopine z izgubo pri sušenju (140 °C) od 45 do 55 %. Koncentratu  dodamo zmes voda : 
aceton v volumskem razmerju 1 : 4.8 (Voda  = 1,2 × mSUROV [kg] v 60 minutah pri temperaturi 
25 °C. Suspenzijo temperiramo na 25 °C. Po dodatku zmesi za obarjanje suspenzijo nadalje 
zmerno mešamo 10 ur. Suspenzijo ohladimo na -10 °C v 3 urah in nadaljujemo homogenizacijo 
na končni kristalizacijski temperaturi 10 ur. Produkt izoliramo na vakuumski nuč. Pogačo 
speremo s hladnim acetonom. Vlažno pogačo razdelimo na več delov.  Posamezni del 
zapakiramo v polietilensko vrečo in shranimo na sobni temperaturi.  
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50 g vlažnega materiala sušimo v odprti 100 ml posodi v laboratorijskem vakuumskem 
sušilniku po programu 6 h na 35 °C, vakuum 300 mbar; 6 h na 45 °C, vakuum 150mbar in 55 
°C, vakuum 50 mbar, do ustrezno suhega material (IPS max 5%).  
Tabela 12: Pregled eksperimentov za opredelitev vpliva sušenja. 
Eksperiment Izvedba 
Material pred sušenjem Vlažen material, vstopa v stabilnost in sušenje 
Stabilnost – 0 ur Suh material, čas pred sušenjem 0 ur  
Stabilnost – 24 ur Suh material, čas pred sušenjem 24 ur 
Stabilnost – 48 ur Suh material, čas pred sušenjem 48 ur 
 
 
3.2.16 Vpliv procesnih pogojev na kristalizacijo (R)-izomere  
V 0,5 L reaktor šaržiramo 20 g esomeprazol Magnezijeve soli surove ter 200 ml metanola. Sol 
raztopimo in vakuumsko uparimo na vsebnost 30 % in 50 %. 57 g (30 %) oz. 34 g (50 %) 
uparine v reaktorju šaržiramo mešanico topil aceton/voda 106ml/27ml. Mešamo pri sobni T in 
vzorčimo vsake 3 h za HPLC analizo. Po 18 h mešanja na sobni temperaturi, suspenzijo 
vakuumsko dodatno uparimo za 20 %. V 3 h suspenzijo ohladimo na 2,5 °C in vzorčimo vsake 
4 h toliko časa, dokler ne izpade R izomera. 
Tabela 13: Eksperimenti za preverbo vpliva koncentracije na kristalizacijo esomeprazol 
magnezijeve soli. 
Eksperiment Izvedba 
Koncentracija 50 % Metanolno raztopino uparimo na 50 % vsebnost, 34 g olja 
Koncentracija 30 % Metanolno raztopino uparimo na 30 % vsebnost, 57 g olja  
 
 
3.2.17 Vpliv topilnega sistema na kristalizacijo R izomere 
 
V 2L reaktor šaržiramo 100 g esomeprazol Magnezijeve soli surove ter 1000 ml metanola. Sol 
raztopimo in vakuumsko uparimo na vsebnost 47,5 %, masa uparine je 157 g. Vsebnost vode 
(Karel Fisher) 3,36 %. Koncentrat razdelimo na več delov in nadaljujemo s kristalizacijo z 
dodatkom različnih mešanic acetona in vode. Količine po eksperimentih so predstavljene v 
spodnji tabeli. Po dodatku mešanice mešamo 11 ur na 25 °C, nato v 2 h ohladimo na 2 °C in 
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nadaljujemo z mešanjem. Z vzorčenjem in analizo (HPLC) spremljamo izpadanje R izmere. 
Izolacijo izvedemo na vakuumski nuč. Sušimo v vakuumskem pladenjskem sušilniku na 45 C.  
Tabela 14: Eksperimenti za preverbo vpliva topilnega sistema na kristalizacijo esomeprazol 
magnezijeve soli 
Eksperiment  Esomeprazol Metanol Aceton Voda 
Voda 20 % 
Razmerje  0,5 1  5  2,0  
Sestava topil (%) / 12,5 62,5 25,0 
Masna sestava (g) 15,3 18,75 93,7  37,5  
Utežna sestava (%) 9,4 10,7 55,7 24,3 
Voda 24 % 
Razmerje  0,5 1  5 2,5 
Sestava topil (%) / 11,8 58,8 29,4 
Masna sestava (g) 14,4 17,6 88,2 44,1  
Utežna sestava (%) 8,0 10,3 53,0 28,7 
Voda 33 % 
Razmerje  0,5 1  5  3,0  
Sestava topil (%) / 11,1 55,5 33,3 
Masna sestava (g) 13,6 16,7 83,3 50,0 
Utežna sestava (%) 7,8 9,6 49,9 32,7 
 
 
3.2.18 Vpliv sušenja na polimorfno obliko esomeprazol magnezijeve soli 
Vlažen material sušimo v vakuumskem pladenjskem sušilnik in vakuumskem vertikalnem 
sušilnik (volumen sušilne komore je 5 L, med mešanjem material mešamo z vertikalno 
montiranim mešalom). 
Tabela 15: Vpliv sušenja na polimorfno obliko. 
Eksperiment Izvedba 
VS-pladenj-25 °C Vakuumski sušilnik (VS) pladenjski, 25 °C, max 100 mbar 
VS-pladenj-stopenjsko 
Vakuumski sušilnik (VS) pladenjski,  6 h/35 °C/300 mbar; 6 
h/45 °C/150mbar in 55 °C/50 mbar 
VS-vertikalni-stopenjsko 
Vakuumski sušilnik (VS) vertikalni, 6 h/35 °C/100 mbar; 6 
h/45 °C/100 mbar na 30 min mešamo 1 min 20 rpm in 55 
°C/50 mbar na 10 min mešamo 1 min z 20 rpm 
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3.3 Metode karakterizacije 
3.3.1 HPLC 
Za določanje enantiomerne čistosti, vsebnosti in profila nečistot smo uporabili tekočinski 
kromatograf (HPLC) z variabilnim UV-detektorjem, termostatom za kolono in gradientno 
črpalko. Za določitev enantiomerne čistosti smo uporabili kromatografsko kolono Chiralpak IA 
velikosti 250 × 4,6 mm z velikostjo delcev 5 µm. Za mobilno fazo smo uporabili zmes heksana, 
etanola in metanola pri hitrosti pretoka približno 2,0 ml/min, valovna dolžina detekcije pa je 
bila 300 nm, temperatura pa 25 °C. Za določitev profila in vsebnosti nečistot smo uporabili 
kromatografsko kolono C18 velikosti 75 × 4,6 mm z velikostjo delcev 2,5 µm. Mobilna faza je 
bila kombinacija treh topil v gradientu. Topilo A je bil 0,01 M amonijev dihidrogenfosfat (pH 
8,0), topilo B je bil acetonitril in topilo C metanol. Analizo smo izvedli s sistemom HPLC, 
opremljenim z binarno črpalko. Topilo B je bilo posledično zmes acetonitrila in metanola v 
razmerju 1:9 (v/v). Valovna dolžina detekcije je bila 220 nm, temperatura pa 45 °C.  
Rezultat meritve je HPLC profil reakcijske raztopine z odzivom za pirmetazol, esomeprazol in 
druge sorodne substance. Na spodnji sliki prikazujemo karakterističen HPLC profil 
(kromatogram) reakcijske raztopine v odvisnosti od časa z odzivom pirmetazola in 
esomeprazol. Druge nečistote so tipično pod mejo detekcije (0,1 %).  
Odziv prikazujemo tudi tabelarično in grafično, kot je razvidno v nadaljevanju. V tem 
doktorskem delu smo se odločili, da potek biooksidacije predstavljamo grafično in sicer s 
časovnim spremljanjem profila za pirmetazola. Posamezne točke smo zaradi boljše preglednosti 
povezali s črto 
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Slika 30: Značilen HPLC profil reakcijske raztopine v odvisnosti od reakcijskega časa z 
odzivom pirmetazola in esomeprazola. Druge nečistote so pod mejo detekcije (0,1 %). 
 
Tabela 16: . Karakterističen 
tabelaričen HPLC profil reakcijske 
raztopine v odvisnosti od 
reakcijskega časa z odzivom 
pirmetazola in esomeprazola. 
Čas 
(h) 
(S)-omeprazol 
(a-%) 
Pirmetazol 
(a-%) 
   0 0 100 
2 17,7 81,9 
4 36 63,5 
6 48 51,6 
8 61,2 38,4 
10 68,2 31,3 
12 79,7 19,8 
15 87,9 11,5 
18 91,5 7,9 
24 98 1,5 
 
 
 
 
Slika 31: Grafičen prikaz profila reakcijske 
raztopine v odvisnosti od reakcijskega časa. 
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3.3.2 Tankoplastna kromatografija 
Tankoplastno kromatografijo (TLC) smo izvedli s silikagelom 60, ki je bil nanesen na 
aluminijaste plošče. Mobilna faza je bila zmes diklorometana, metanola in 25 % vodne 
raztopine amonijaka v razmerju 85:15:1. Za standarde smo uporabili esomeprazol in 
pirmetazol. Na ploščo TLC smo za namen analize nanesli 5 – 10 µl vzorca. Tega smo pripravili 
iz vzorca reakcijske mešanice (0,3 mL), ki smo ga raztopili v 10 mL metanola. Gel smo posušili 
na zraku, nato pa kromatografski vzorec vizualizirali pod UV-svetlobo (254 nm) ter ga po 
potrebi tudi fotografirali. V koloni vzorca vidimo po dve lisi z relativnimi zadrževalnimi časi 
(RRT) omeprazol sulfida (pirmetazol) in esomeprazola. 
 
Slika 32: Primer TLC analize vzorca reakcijske mešanice.  
3.3.3 Plinska kromatografija 
Vsebnost acetona in 2-propanola smo določili z metodo plinske kromatografije (GC) za 
rezidualna topila: 2-propanol, toluen, etil alkohol in aceton. Uporabili smo plinski kromatograf 
s plamensko-ionizacijskim detektorjem (FID). 
Standardi: 2-propanol (izopropil alkohol) in aceton. 
Topilo in reagenta: Dimetilsulfoksid (DMSO), brezvodni natrijev sulfat, klorovodikova 
kislina in 0,1 M klorovodikova kislina. 
Kromatografski pogoji: 
Kolona kapilarna (fused silica) AT-624 ali odgovarjajoča 
Stacionarna kolona 
6 % poli(cianopropil)(fenil)siloksan in 94 % 
poli(dimetil)siloksan 
Dolžina kolone 60 m 
 
pirmetazol 
esomeprazol 
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ID 0,25 mm 
Debelina filma 1,4 m 
Nosilni plin helij 
Pretok nosilnega plina 11,0 ml/min 
Split razmerje 1 : 5 
Pretok zraka 400 ml/min 
Pretok vodika 40 ml/min 
Pretok makeup plina N2 25 ml/min 
Temperaturni program 
40 C (11 min)  25 C/min  180 C (5 min)  50 
C/min  220 C (5 min) 
Temperatura injektorja 250 C 
Temperatura detektorja 250 C 
 
Analiza: Po določitvi ustreznosti kromatografskega sistema smo izvedli kalibracijo na osnovi 
kromatogramov raztopine standarda 3 (RS3), ki je mešanica 2-propanola in acetona. Temu je 
sledilo najmanj dvakratno injiciranje raztopine vzorca RV (injiciranje dveh neodvisnih 
vzorcev). 
 
Vsebnost: Vsebnost rezidualnih topil 2-propanola in toluena v analiziranih vzorcih v ppm smo 
izračunali po metodi eksternega standarda. 
 
𝑝𝑝𝑚 𝑅𝑇 =  
𝐶𝑠𝑡  ×  𝑃𝑣𝑧  ×  10
6
𝑃𝑠𝑡  ×  𝐶𝑣𝑧
 
 
Pst = povprečna površina vrha RT na kromatogramu raztopine standarda 3 (RS3) iz treh 
zaporednih injiciranj raztopine standarda 3 (RS3) 
Pvz = površina vrha RT na kromatogramu raztopine vzorca (RV) 
Cst = koncentracija RT (mg/ml) v raztopini standarda 3 (RS3) 
Cvz = koncentracija RT (mg/ml) v raztopini vzorca (RV) 
106 = koeficient za preračun v ppm 
RT = rezidualno topilo, ki ga določamo (2-propanol in aceton) 
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3.3.4 Vrstični elektronski mikroskop s poljsko emisijo elektronov (FE-SEM) 
Delce pirmetazola smo posneli z elektronskim mikroskopom (SEM) Zeiss ultra plus (Carl Zeiss 
Microscopy GmbH). Slike so bile posnete pri različnih povečavah. Natančni podatki in 
mikroskopski parametri so navedeni na vsaki SEM sliki. 
3.3.5 Optična mikroskopija 
Uporabili smo optični mikroskop Zeiss ultra plus (Carl Zeiss Microscopy GmbH). Slike so bile 
posnete pri različnih povečavah. 
3.3.6 Porazdelitev velikosti delcev (PSD) 
Meritve porazdelitve velikosti delcev smo naredili s pomočjo sistema Fritsch Analysette 22 
microtec plus ter z aparatom Malvern Mastersizer 2000 z metodo difrakcije laserskega žarka 
(»wet dispersion«). Merilna celica je bila Hydro 2000G, disperzijski medij je bila voda.  Poleg 
vode smo uporabili tudi 1 % raztopino DSSS (dioktil natrijev sulfosukcinat) v prečiščeni vodi. 
Majhno količino vzorca smo suspendirali v 1 % raztopini DSSS. Gosto suspenzijo smo redčili 
z nekaj mililitri 1 % raztopine DSSS, homogenizirali ter izvedli meritev. 
3.3.7 Merjenje pH 
V laboratorijskem merilu smo pH meritve naredili s pH metrom Mettler Toledo 1140 in 
elektrodo Mettler Toledo InPro4800/225/Pt1000. Pred merjenjem smo elektrodo umerili z 
dvotočkovno kalibracijo s tehničnimi pufri 4,01 in 7,00. 
  
Eksperimentalni del  
52 
3.3.8 Rentgenska praškovna analiza (XRD) 
XRD spektri so posneti na difraktogramu PANalytical X'Pert PRO MPD (Krka), s Cu anodo 
(λ=0,15418 nm), v območju snemanja 2θ = (3°, 32,5°), s korakom snemanja 0,033°; 
integracijski čas 250 s, detektor X'Celerator.  Difraktograme smo obdelali/primerjali s 
programom X`pert HighScore Plus. Identifikacijo faz v difraktogramih je potekala na način 
primerjave le-teh na podatke iz literature (patenti, članki). 
 
Slika 33: Značilen difraktogram esomeprazol magnezijevega dihidrata, polimorf A.  
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4 Rezultati in razprava 
Encimi so v sintezni kemiji nepogrešljivo orodje. Pri uporabi encimov kot katalizatorjev lahko 
kemo-, regio- in enantioselektivno kataliziramo različne vrste pretvorb. Funkcionalnih skupin 
intermediatov ni potrebno ščititi, reakcije pa potekajo pri zelo milih reakcijskih pogojih, kjer je 
temperatura največkrat okoli 30 °C in ne preseže 50 °C, topila pa so pogosto vodne mešanice z  
manj toksičnimi organskimi topili. Industrijski encimi so pogosto proizvod genskega 
inženiringa in so ustrezno načrtovani ter prilagojeni za delovanje v topilih ter pri relativno 
nizkih ali visokih vrednostih pH. Encimska sintezi ali kataliza (biokataliza) se s kemijsko 
sintezo ter kemijsko katalizo precej razlikuje. Upoštevati je potrebno, da so encimi 
makromolekule s prevladujočo aminokislinsko strukturo, zato so pri neustrezni uporabi 
podvrženi denaturaciji in inaktivaciji encimske aktivnosti. To dejstvo je potrebno upoštevati od 
same priprave reagentov in komponent reakcijske mešanice do vodenja ter kontrole procesa in 
včasih tudi zaključnih procesov.  
 
Legenda 
1 Pirmetazol (M = 329,42 g/mol) 
2 Omeprazol (M = 345,42 g/mol) 
 
Slika 34:  Konverzija pirmetazola v esomeprazol ter vloga encimov monooksigenaze, katalaze 
in ketoreduktaze v encimskem procesu. 
V doktorskem delu smo prikazali vse stopnje razvoja industrijskega procesa biooksidacije 
pirmetazola v esomeprazol. Proces je bil zelo kompleksen, saj je vključeval delovanje treh 
encimov v reakcijskem okolju, ki ga je bilo potrebno učinkovito oskrbovati s kisikom, obenem 
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pa preprečiti negativne učinke intenzivnega mešanja, predvsem penjenja ter s peno povezano 
denaturacijo encimov. Sistem treh encimov in njihovo delovanje je prikazan na sliki 34. 
4.1 Enantioselektivnost 
Encimi, ki so izbrani oz. načrtovani za kiralno ločbo ali sintezo, so praviloma izrazito kemo- , 
regio- in enantioselektivni. V našem razvojnem delu smo uporabili encim monooksigenazo 
CDX-003. Encim so razvili v podjetju Codexis ter je eden izmed uspešnejših primerov uporabe 
BVMO CDX-003 v industriji. Z uvedbo 41 mutacij v originalni dedni zapis molekule encima 
so povečali njegovo aktivnost za 104-krat, obenem pa zagotovili vsaj 99 % 
enantioselektivnost.101 Le-to smo preverili tudi sami in potrdili njihova opažanja. 
Enantioselektivnost biooksidacije pirmetazola v Esomeprazol smo spremljali in potrdili v vseh 
eksperimentih, ki so predstavljeni v tem delu. Tekom dela smo tako pokazali, da je 
Enantioselektivnost encima in kvaliteta materiala  neodvisna od fizikalno-kemijskih 
parametrov, ki smo jih preučevali in so navedeni v Eksperimentalnih postopkih. Na sliki 35 je 
predstavljen značilen HPLC kromatogram za analizo enatiomerne čistote za eksperiment na 
pilotnem merilu, kot je opisan v poglavju 3.2.14 Povečava merila.  Tipična  vsebnost (S)-
omeprazola je 99,9 %.  
   
Slika 35: Značilen HPLC kromatogram analize enatiomerne čistote. Kromatogram ustreza 
vsebnosti 99,97 % (S)-omeprazola in 0,03 % (R)-omeprazola.  
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4.2 Encimska aktivnost 
4.2.1 Tehnološka encimska aktivnost 
Reakcijski sistem, ki katalizira enantioselektivno oksidacijo pirmetazola v esomeprazol je 
kompleksen. Dodatni dejavniki, ki vplivajo na kompleksnost sistema, pa so v največji meri 
posledice penjenja. Ključna je denaturacija encima monooksigenaze CHMO CDX-003. 
Denaturacija poteka v na fazni meji med tekočino in plinom v mehurčkih pene. Zato za izračun 
ustrezne količine monooksigenaze ni bila dovolj le deklaracija specifične aktivnosti CHMO 
CDX-003, pač pa njena količina oz. aktivnost, ki je omogočila pretvorbo pirmetazola v 
esomeprazol v realnem, tehnološkem sistemu, tj. v komercialni proizvodnji. Aktivnost, 
ovrednoteno na opisani način, smo imenovali »tehnološka aktivnost«.  
Tehnološko aktivnost monooksigenaze smo določili ter izračunali na osnovi testa uporabnosti 
(»use-test«). Tega smo uvedli ter prenesli tudi k proizvajalcu monooksigenaze ob ustrezni 
kvalifikaciji testa, ki je tako zagotavljal primerljive rezultate v lastnih laboratorijih kot tudi v 
laboratorijih proizvajalca. Tehnološko aktivnost smo tako kot specifično izražali v pretvorbi 
pirmetazola v esomeprazol, in sicer μmol esomeprazola/min g. Sprejemljiva meja je bila 
najmanj 90 % pretvorba v 24 urah z izračunano povprečno tehnološko aktivnostjo, ki ni smela 
biti manjša od 50 μmol/min g. Reakcijski čas smo omejili na 24 h samo za namen testiranja 
encimske aktivnosti. Sama pretvorba bi namreč lahko potekala tudi še več ur po zaključku testa 
in bi v najslabšem primeru dosegla vsaj 96 % v 30 h.  
Tehnološko aktivnost (TA) (μmol / min) smo izračunali z enačbo (2) 
𝑇𝐴 =  
106  ×  𝑃
𝑡 ×  𝐶 ×  𝑀
 (2) 
V enačbi predstavljajo TA tehnološko aktivnost, P maso proizvoda (g), t čas (min), C encimsko 
koncentracijo, M pa molsko maso produkta (g/mol). Značilna tehnološka aktivnost je bila 
približno 100 μmol/min g, čeprav so imele nekatere serije encimov TA v rangu 60 μmol/min g.  
4.2.2 Merjenje encimske aktivnosti 
Encimska aktivnost je definirana kot količina encima, ki katalizira pretvorbo 1 µmol substrata 
na minuto pri določenih pogojih (temperatura, pH, koncentracija substrata). Encimsko aktivnost 
izračunamo kot produkt hitrosti encimske reakcije (v) ter volumna vzorca (V) (µmol/min), 
uporabljenega v reakciji. Enota encimske aktivnosti je U = 1 µmol/min (µmol se nanaša na 
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količino pretvorjenega substrata).102 Hitrost reakcije lahko opišemo s splošnimi enačbami, ki 
opisujejo encimsko aktivnost.103 Količino encima izražamo tudi kot encimsko aktivnost.  
Poleg aktivnosti pogosto merimo tudi specifično aktivnost. Določanje koncentracije nastalih 
produktov oziroma encimsko aktivnost lahko uporabimo kot kontrolo učinkovitosti izolacije ali 
čistosti encima. V primeru tehnoloških encimov imamo praviloma na voljo encimske pripravke, 
kar pomeni, da v masi pripravka prevladuje dejanski encim, prisotne pa so tudi primesi drugih 
neaktivnih beljakovin ter drugega materiala. V kolikor poznamo aktivnost čistega encima, 
lahko le to uporabimo za merjenje encimske aktivnosti na miligram celotnih proteinov, tj. za 
specifično aktivnost. Enota specifične aktivnosti je U/mg. Aktivnost monooksigenaze smo 
izračunali iz eksperimentalnih podatkov karakteristične reakcije. Za izračune aktivnosti smo 
uporabili samo podatke iz začetnega, linearnega dela pretvorbene krivulje. Aktivnost CHMO 
je bila 140 ± 10 μmol produkta/min g CHMO. Določili smo tudi hitrost pretvorbe substrata, ki 
je bila 3,0 ± 0,5 × 10–6 mol/L s. Primer izračuna aktivnosti encima je predstavljen v tabeli 17. 
Tabela 17: Primer izračuna aktivnosti encima. 
Informativni izračun 
aktivnosti: 
1 U = 1 µmol 
produkt/minuta 
  
Podrobnosti Izračun 
Pirmetazol – 
šarža 1 
Pirmetazol – 
šarža 2 
Pirmetazol - količina (g/L) A 50 50 
Encim - količina (g/L) B 1 1 
% Konverzije po 2 h C 13 % 8,8 % 
Molska masa esomeprazola 
(g/mol) 
D 345,4 345,4 
Nastanek proizvoda v 2 h (g) 𝐸 =  𝐴 ×  𝐶 6,5 4,4 
Nastanek proizvoda v 2 h 
(µmol) 
𝐹 =  106  ×  𝐸 / 𝐷 18,819 12,739 
µmol proizvoda/min (U) 𝐺 =  𝐹 / 120 157 106 
µmol proizvoda/min g (U/g) 𝐻 =  𝐺 / 𝐵 157 106 
Hiter laboratorijski test tehnološke aktivnosti CHMO: Test uporabnosti je bil izhodišče za 
pripravo manjšega, kratkega analiznega postopka za določanje tehnološke aktivnosti. Le-tega 
smo ga lahko izvajali v katerem koli laboratoriju ob uporabi referenčnega encima CHMO, ki 
smo ga kvalificirali z opisanim testom uporabnosti (sliki 36Slika 36). Med Metodami 
karakterizacije v poglavju 13.3.1 HPLC  smo opisali metodologija za predstavitev rezultatov. 
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Aktivnost referenčnega encima smo potrdili v dveh neodvisnih laboratorijih s procesom, ki smo 
ga izvajali kot pomanjšavo merila komercialnega procesa (»scale-down«) v kemijskih 
reaktorjih in v celoti. Določili smo najnižjo sprejemljivo aktivnost encima CHMO ter kot 
zahtevo za odobritev posamezne šarže encima za proizvodnjo definirali kriterij za aktivnost: 
najmanj 50 µmol produkta/min g 
 
Slika 36: Časovni potek biooksidacije pirmetazola pri različnih šaržah in količinah 
monooksigenaze (CHMO). v1 je oznaka prve, v2 pa druge proizvodne serije CHMO. 
4.3 Prenos postopka v laboratorij  
V literaturi opisan postopek biokatalitske sinteze esomeprazola z encimsko oksidacijo 
prokiralnega sulfida (pirmetazola) v sulfoksidno obliko esomeprazola je izhodišče za prenos 
postopka v proizvodnjo preko laboratorijskega razvoja.53 
V izhodiščnem postopku so biokatalitsko stopnjo pripravili v laboratorijskem (30 g) merilu. 
Reakcija je potekala v suspenziji v kalijevem fosfatnem pufru, kjer so korigirali pH na 9,2 z 1 
M KOH. Kofaktor NADPH so reciklirali (regenerirali) z uporabo encima ketoreduktaze 
(KRED), ki je istočasno oksidiral 2-propanol v aceton. Reakcijo so izvajali v kisikovi atmosferi. 
V začetku reakcije so reakcijsko mešanico cepili s petimi masnimi odstotki esomeprazola. 
Reakcija je potekala do konverzije preko 99 %. Po izolaciji kiralnega sulfoksida je bila kemijska 
čistost 99,0 %, enantiomerni presežek pa 99,9 %. Reakcija je potekala v litrskem reaktorju, 
opremljenem z razbijalcem toka, odprtinami za uvajanje kisika ter za dodajanje materialov ali 
vzorčenje. Mešalo je imelo obliko rahlo ukrivljenega sidra. Poleg sidra so preizkusili tudi druga 
mešala, npr. štirikrako turbino, vendar so najboljše rezultate dosegli s sidrom. 
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Laboratorijski postopek, predstavljen v literaturi58, je bil načrtovan tako, da je omogočal 
izvedbo natančnih ponovitev procesa le, če bi uporabljali enako opremo in materiale. Proces pa 
ni bil robusten z ozirom na uporabo drugih mešal, konfiguracije reaktorjev in pogojev reakcije, 
vključno z doziranjem encimov in polnjenjem reaktorjev. 
S prvimi eksperimenti smo želeli prenesti proces v svoje laboratorije, kjer je na voljo drugačna 
konfiguracijo reaktorjev in mešal ob upoštevanju opisanih parametrov reakcije iz literature53 
ter hkrati določiti kritične atribute procesa ter parametre vodenja biooksidacije v smislu 
boljšega razumevanja samega procesa ter medsebojnega vpliva dejavnikov, ki vplivajo na 
kakovost proizvoda ter učinkovitost procesa. Tipičen potek prenosnega eksperimenta je 
predstavljen na sliki 37, kjer prikazujemo časovni potek oksidacije pirmetazola v esomeprazol. 
Uporabljen pirmetazol je dveh velikosti – mlet (povprečni premer 8,5 µm) in nemlet (povprečni 
premer 24 µm). Kot je razvidno iz rezultatov poteka proces z nemletim substratom primerljivo 
z referenčnimi rezultati, ki so del opisa postopka proizvajalca encima Codexis. Presenetljivo 
poteka proces biooksidacije z mletim substratom počasneje, razen v začetni fazi, v kateri je 
potekala pretvorba z mletim materialom celo nekoliko hitreje od reference ter nemletim 
substratom. Učinke upočasnjenega procesa smo podrobneje raziskali in je predstavljeno v 
nadaljevanju tega dela.  
 
Slika 37: Preverjanje in primerjava z laboratorijskimi podatki postopka.  
Naslednje serije eksperimentov smo načrtovali tako, da bi dobili čim boljši vpogled in 
razumevanje procesa za prenos laboratorijskega postopka na večje merilo. Ena od ključnih 
nalog je bila najti tehnološke rešitve, ki bi zagotovile učinkovit in robusten postopek, s katerim 
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bi se v čim večji meri izognili negativnim posledicam intenzivnega mešanja, kot sta višanje 
viskoznosti in penjenje (primer eksperimenta z mikroniziranim pirmetazolom).   
Definirali smo ciljno zmogljivost industrijskega postopka upoštevajoč obstoječe kapacitete v 
proizvodnji. Proces bi moral biti tehnično izvedljiv in ekonomičen z uporabljeno količino 
pirmetazola od 3 do 5 % in konverzijo pirmetazola v esomeprazol ≥ 96 % v manj kot 30 h. 
Posamezni cikel, vključno z zaključnimi procesi, smo definirali tako, da bi bili zadrževalni časi 
čim krajši. Za dosego cilja bi morali imeti približno enako začetno kinetiko reakcije, kot pri 
Krkinem eksperimentu z mikroniziranim pirmetazolom, kar pomeni ne manj kot 160 µmol/ 
minuto, ter le-to ohraniti do konverzije > 96 %, hkrati pa preprečiti denaturacijo 
monooksigenaze. Za nameček je bilo treba spremeniti enega od ključnih procesnih atributov, 
tj. zamenjati kisik z zrakom z namenom zmanjšati tehnično zahtevnost, predvsem pa stopnjo 
tveganja v industrijskem merilu. 
Eksperimente v laboratorijskem merilu smo s stališča konverzije izvedli  uspešno, vendar 
največkrat v daljšem časovnem intervalu kot referenčni laboratorij. Potrebovali smo več kot 
48h. Za to smo potrebovali tudi večjo količino encimov  na delež substrata. Razlog za to so bili 
dejavniki, ki jih v literaturi58 niso omenjali kot kritične: inaktivacija encima monooksigenaze, 
intenzivno penjenje in viskoznost – zgoščevanje reakcijske mešanice. Negativne učinke smo 
kompenzirali z višjo količino encimov (10 – 25 %), z dodajanjem encimov med procesom in z 
izbiro mešal (štiri-kraka turbina z naklonom lopatic 30°ali 45°, s premerom 60% premera 
reaktorja), ki so omogočala izvedbo procesa v 30 % do 50 % daljšem trajanju reakcije. 
S prvo serijo eksperimentov smo po eni strani dobili veliko informacij o kritičnosti procesnih 
parametrov, po drugi strani pa izhodišče za raziskavo o medsebojni odvisnosti le-teh. Kritični 
procesni parametri in njihove povezave so zbrane v tabeli 18. Poudarjamo, da ne gre za 
enoznačne učinke, ki bi jih lahko “pokrili “ s posameznim eksperimentom. Zaključki – izbira  
izhajajo iz kombinacij, kar je tudi opisano v tabeli 18. Gre za izhodišča, na katerih smo gradili 
naprej.  
 V tabeli so predstavljeni procesni parametri kot primarni in soodvisni oz. sekundarni; le-ti so 
posledica primarnih. Velja omeniti, da je ta terminologija relativna. Tako je lahko v enem 
primeru določen parameter primarni, v drugem pa nastopa kot sekundarni.  
Ključne stopnje in parametri procesa so sledeči: 
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 Šaržiranje: Med saržiranjem smo morali zagotoviti homogenost reakcijske mešanice, kar 
pomeni, da smo morali preprečiti nastanek agregatov. Pirmetazol smo saržirali počasi med 
mešanjem. Tudi za to, da med šaržiranjem ne pride do agregacije, predvsem encimov 
(denaturacija) ni trivialno in samoumevno. Poskusi so bili potrebni, smo jih izvedli, nismo 
pa jih opisali v nalogi.  
 Mešanje in vrsta mešala: Mešalo, ki smo ga uporabljali je bil štirikraki propeler z naklonom 
lopatic 45°. Mešanje je potekalo tako radialno kot aksialno brez povzročanja nastanka pene. 
Vrtinec je moral biti izrazit in obsegati 2/3 premera reaktorja. Vrtinec se je tekom reakcije 
zapiral zaradi višanja viskoznosti reakcijske mešanice, in sicer do 1/2 – 1/3 premera 
reaktorja. Mešalo je homogeniziralo reakcijsko mešanico tako, da je ustvarjalo vrtinec ter 
vertikalno turbulenco. Prehitro mešanje je povzročilo intenzivno penjenje. 
Mešalo v obliki sidra ni bilo ustrezno (glej poglavje  4.14). Ustvarjalo je velik vrtinec brez 
turbulence in aksialnega mešanja, posledično pa je bil prenos plinske faze (kisika) v reakcijsko 
suspenzijo nezadosten. Eksperimenti z mešalom tipa propeler so zagotavljali ustrezen, a 
neoptimalen delež konverzije v esomeprazol. Na osnovi dodatnih poskusov smo ugotovili, da 
je konverzija boljša pri višjih strižnih silah (višjih hitrostih mešanja), a je višja hitrost mešanja 
pospeševala nastanek penjenja. Viskoznost je rastla s konverzijo pirmetazola v esomeprazol, 
predvsem na račun sprememb strukture/velikosti kristalov. I z večjih – pirmetazol v manjše, 
igličaste esomeprazol. Hitrejše kot je bilo mešanje manjši kristali esomeprazola so nastajali, kar 
smo spremljali z optičnim mikroskopom v temnem polju. To, da je viskoznost naraščala, je bilo 
razvidno iz vnosa moči – motor mešala, ki ga je bilo za isto število obratov potrebno višati. 
Poskusi, ki smo jih morali predčasno prekiniti zaradi tega, ker je navor presegel kapaciteto 
vmesnika za merjenje vnosa moči. Zato podatkov v nalogi ni. 
Zanimivo je, da pri eksperimentih nismo zaznali negativnih učinkov strižnih sil na aktivnost 
encimov v smislu denaturacije. 
 Robustnost postopka: Pri prenosu postopka smo naleteli na precejšnje težave, ki jih je 
povzročalo penjenje. Glede na izhodišča proizvajalca encima smo jih po eni strani 
pričakovali, po drugi strani pa so se zaradi uporabe drugačne konfiguracije reaktorjev 
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povečale, kar pomeni, da proces že v izhodišču ni bil dovolj robusten niti za prenos med 
laboratoriji, kaj šele za povečavo merila. 
 Povečava merila: Za kakršno koli industrijsko aplikacijo smo morali v prvi vrsti poiskati 
načine kako zagotoviti učinkovito izmenjavo snovi z ustreznim mešanjem viskoznega 
medija brez penjenja.   
 Velikost delcev pirmetazola: Ustrezno konverzijo smo dosegli s pirmetazolom s povprečnim 
premerom delcev 53 µm (d50 20,6 µm). Čeprav smo z mikroniziranim materialom (d50 3,2 
µm) v prvih urah procesa dosegali veliko večji delež konverzije, se je pretvorba po 4 – 5 h 
močno upočasnila ter na koncu ustavila. Z vzporednim poskusom smo ugotovili, da je prišlo 
do ireverzibilne inaktivacije monooksigenaze. Sklepali smo, da je bil najverjetnejši razlog 
denaturacija proteinske molekule, možna pa bi bila tudi ireverzibilna inhibicija encima. 
Alikvoti svežega encima, ki smo jih dodali v reaktor po ustavitvi procesa, so pri ponovnem 
zagonu biooksidacije tako v 0,5 L merilu kot tudi v 15 mL minireaktorjih le delno povečali 
pretvorbo. Koncentracija pirmetazola in procesni parametri so bili enaki kot pri poskusih z 
večjimi delci. Manjši delci z večjo relativno površino so omogočili hitro konverzijo ter 
nastanek majhnih kristalčkov esomeprazola, kar je v primerjavi s procesom z večjimi delci 
induciralo penjenje. Sledila je denaturacija encima. Do denaturacije encima 
(monooksigenaze) ni prišlo zaradi neposrednega učinka velikosti delcev substrata ter večje 
relativne površine le-tega, temveč zaradi penjenja reakcijske mešanice. 
Preostale nedefinirane fizikalno kemijske dejavnike v reakcijski mešanici, ki so preprečili 
delovanje encimskega sistema, smo v času razvoja industrijskega postopka imenovali 
inhibitorni učinek. Zaradi zelo dobrega deleža konverzije, ki smo ga dosegli z 
mikroniziranim materialom, smo nadalje želeli določiti inhibitorne dejavnike ter poiskati 
reakcijske pogoje, s katerimi bi zagotovili zadostno pretvorbo izhodne spojine v produkt. V 
nadaljnjih raziskavah smo ugotovili, da je bil inhibitorni učinek posledica stabilne pene  v 
originalni reakcijski mešanici ter posledično denaturacije monooksigenaze, kar smo 
ugotovili v poskusu 3.2.3. S prenosom alikvotov reakcijske mešanice v minireaktorje pa smo 
ta učinek skoraj izničili, ker smo porušili strukturo pene v reakcijski mešanici. 
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Tabela 18: Kritični procesni parametri (PP), vplivi in njihove povezave.  
Parameter Primarni procesni dejavniki Sekundarni procesni dejavniki 
Doziranje, 
polnitev in 
dimenzija 
reaktorja 
Razmerje med substratom in 
encimi, 
razmerje med površino in 
višino reakcijske mešanice 
Velikost delcev pirmetazola / esomeprazola, 
mešanje, zračenje, eliminacija acetona, 
viskoznost, penjenje, čas procesa, pH 
Velikost delcev 
pirmetazola 
Viskoznost, mešanje 
Dovajanje kisika, gostota, viskoznost, količina 
encima, penjenje, koncentracija raztopljenega 
kisika, denaturacija encimov 
Gostota 
Velikost delcev pirmetazola / 
esomeprazola 
Porazdelitev velikosti 
(nemlet, mlet, mikroniziran) 
Mešanje, zračenje, spreminjanje med 
procesom biooksidacije 
Viskoznost 
Mešanje (strižne sile, vnos 
moči) 
Vzdrževani minimalno a 
zagotavljati ustrezno 
izmenjavo snovi 
Velikost delcev pirmetazola / esomeprazola, 
konfiguracija reaktorja, mešanje (strižne sile, 
turbulenca, vnos moči, dovod zraka / kisika, 
eliminacija acetona), spreminjanje med 
procesom biooksidacije 
Plinasti kisik 
Pretok 
Zrak vs. Čisti kisik. 
O2 ali zrak potreben kot nosilni plin za 
učinkovito odvajanje acetona iz reakcijske 
mešanice 
Raztopljeni 
kisik 
Tlak plinske faze 
Mešanje (strižne sile, vnos 
moči) 
Penjenje 
Čisti kisik ali zrak, tlak plinske faze, 
konfiguracija reaktorja, mešanje (strižne sile, 
turbulenca, vnos moči), penjenje 
Mešanje 
(strižne sile, 
vnos moči) 
Tip in število mešal, 
viskoznost, penjenje, 
konfiguracija reaktorja 
Maksimalno mešanje z ustrezno turbulenco in 
strižnimi silami – brez penjenja (kavitacija), 
ključna je konfiguracija reaktorja in geometrija 
mešala, tip in število moči in pretočnost mešala, 
gostota, viskoznost, faza procesa biooksidacije, 
variabilno mešanje med procesom. Med serijami 
se ne spreminja. 
Eliminacija 
acetona 
Pretok kisika ali zraka, 
mešanje (strižne sile,  vnos 
moči), konfiguracija 
reaktorja 
Aceton močno inhibira KRED, inducira 
denaturacijo in agregacijo encimov, prenos 
kisika, penjenje, gostota, viskoznost, temperatura 
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Parameter Primarni procesni dejavniki Sekundarni procesni dejavniki 
Penjenje 
Mešanje (strižne sile, vnos 
moči), viskoznost, trajanje 
procesa 
Konverzija vs. penjenjem, dovajanje kisika, 
gostota 
pH profil 
pH 8,0 – 8,4, pH > 8,5 
inhibira KRED 
pH 8,0 – 8,4 je optimalen za delovanje KRED, 
pri pH 9,0 je aktivnost in stabilnost KRED 
močno znižana 
Denaturacija 
encimov 
Penjenje, pH, mešanje 
(strižne sile, turbulence, vnos 
moči) 
Do denaturacije proteinov pride pri pogojih, pri 
katerih encimske molekule prihajajo v stik s 
tekočo in plinasto fazo, aceton močno pospešuje 
denaturacijo, mešanje (strižne sile, turbulence, 
vnos moči), velikost delcev sulfida / 
esomeprazola, izmenjava kisika, gostota, 
viskoznost, penjenje 
koncentracija raztopljenega kisika, pH 
4.4 Vpliv encimov in reagentov 
Pri razvoju osnovnega postopka, ki je opisan v literaturi53, so izvajali eksperimente v 25 mL 
reaktorjih, pri tem pa so preučevali vplive in robustnost procesa s spreminjanjem procesnih 
parametrov za ± 15 %. V tem sklopu so testirali količine encimov, NADP, 2-propanola, pH 
vrednost pufra ter njegovo koncentracijo in temperaturo. Parametre so spreminjali in testirali 
posamično, niso pa se posvetili medsebojnim vplivom le-teh, kar je bila tudi ena od ključnih 
pomanjkljivosti, po drugi strani pa velika priložnost za naše izboljšave postopka tako v 
laboratorijskem, kot tudi v proizvodnem merilu. 
Eksperimente so izvedli v 25 mL reaktorjih v 6 mL merilu. Reaktorji so bili termostatirani s 
hitrostjo mešanja 400 rpm, kisik so dovajali kontinuirano, doziranje in ostali pogoji pa so bili 
standardni: 50 g/L substrata, 5 masnih % cepiva, 1 g/L CHMO, 0,5 g/L KRED in CDX-019, 0,1 
g/L NADP in 4 vol % 2-propanola pri 25 °C. Med razvojem procesa so parametre preizkušali v 
6 mL merilu. Zaradi relativno velikih razlik v učinku mešanja v 6 mL merilu ter nehomogenosti 
reakcijske mešanice pa so ključne poskuse izvedli vzporedno tudi v večjem merilu (750 mL). 
V manjšem merilu so preučevali vplive, nastale s spreminjanjem parametrov, in s tem dobili 
podatke za nadaljnje izboljševanje procesa. 
Večina poskusov je bila namenjena preučevanju aktivnosti monooksigenaze, preprečevanju 
njene inaktivacije, izboljšanju oskrbe reakcijske zmesi s kisikom in NADPH ter zagotavljanju 
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boljših reakcijskih pogojev s spreminjanjem procesa. Med prenosom tehnologije iz laboratorija 
proizvajalca encimov v naše laboratorije smo testirali robustnost postopka v različnih 
konfiguracijah reaktorjev. Kritični atribut in skupni imenovalec vseh začetnih poskusov je bila 
aktivnost monooksigenaze, ker je bila le-ta podvržena denaturaciji, zlasti v primeru penjenja. Z 
namenom doseči konverzijo ≥ 96 %, je bilo potrebno količino encima prilagoditi in optimizirati.  
Monooksigenaza je flavoprotein, ki lahko uporabi molekularni kisik (O2) kot donor atomskega 
kisika za oksidacijo sulfidne spojine. Reakcija je odvisna od reduciranega kofaktorja flavina, ki 
aktivira O2 z doniranjem dveh elektronov. Monooksigenaza je odvisna od reducirane oblike 
koencima NADP, NADPH. NADPH v sistemu monooksigenaze s flavinom deluje kot reducent, 
ki reducira flavin. Flavin v reducirani obliki omogoči nastanek atomskega kisika, ta pa nato 
oksidira sulfidni substrat v sulfoksid. NADPH se v tem sklopu reakcij oksidira v NADP, zato 
ga je potrebno v ločeni reakciji regenerirati, tj. reducirati v NADPH. Reakcijo katalizira encim 
ketoreduktaza tako, da z redukcijo NADP v NADPH oksidira 2-propanol v aceton. V kolikor 
ta proces poteka v odsotnosti ali pomanjkanju organskega substrata (v našem primeru je to 
sulfid pirmetazola), lahko na račun prebitka atomske oblike kisika nastane vodikov 
peroksid.76,104 
 
Slika 38: Vpliv dodanih encimov in reagentov na potek biooksidacije.  
Tekom optimizacije doziranja encimov smo najprej preučili kritično soodvisnost posameznega 
encima. Izvedli smo več posamičnih in vzporednih poskusov, v katerih smo preverili vpliv 
encimov in reagentov na izvedbo biooksidacije, kot je razvidno v sliki 38. Izvedba 
eksperimentov na katere se nanašajo predstavljeni rezultati je opisana v poglavju 3.2.3 Vpliv 
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encimov in reagentov. V tem delu predstavljamo vpliv dodatka encimov in kofaktorja na 
reakcijo s nepopolno konverzijo, ki smo jo opazili v primeru prenosnega eksperimenta z 
mikroniziranim pirmetazolom (glej eksperiment Krka – mikroniziran). Skupna determinanta 
vzporednega eksperimenta je bila aktivnost monooksigenaze in inaktivacija njenega delovanja 
v povezavi z drugimi encimi in NADP. 
Za izvedbo paralelnih poskusov smo uporabili alikvote iz reaktorja v količini po 5 ml reakcijske 
zmesi in ji prenesli v mini reaktorje tipa Carusel. Nato smo dodali ustrezne količine reagentov 
po postopku, predstavljenem v eksperimentalnem delu (glej Eksperimentalni del: vpliv 
encimov in reagentov). V referenčnih eksperimentih, označenih z REF (brez dodatka) in KRED 
(dodan KRED), nismo opazili nadaljnje pretvorbe substrata. Po 24 urah smo v poskusih NADP 
(dodan NADP) in KRED-NADP (dodana KRED in NADP) opazili nekaj dodatne konverzije, 
in sicer do 69 %. Skoraj popolno pretvorbo (> 90 %) pa smo določili v poskusih, kjer smo 
dodali bodisi samo monooksigenazo CHMO (eksperiment CHMO), kombinacijo 
monooksigenaze in NADP (eksperiment CHMO-NADP; konverzija 96 %), bodisi 
monooksigenazo v kombinaciji z NADP in KRED (eksperiment NADP-KRED-CHMO). 
Rezultati pri poskusu 3.2.3. so pokazali, da je skupni imenovalec vzporednega eksperimenta za 
preverjanje vpliva dodajanja encimov, aktivnost monooksigenaze (CHMO CDX-003). Samo z 
dodatkom monooksigenaze je reakcija biooksidacije potekla skoraj do konca. Kombinacija 
dodatkov monooksigenaze in NADP pa nakazuje tudi na majhno, a ne povsem zanemarljivo 
pomanjkanje kofaktorja. 
S poskusom 3.2.3 smo pokazali, da lahko proces biooksidacije v primeru zastoja zaradi 
inaktivacije encimskega delovanja ponovno vzpostavimo z dodatkom monooksigenaze in po 
potrebi tudi ustreznega deleža NADP. 
4.5 Vpliv monooksigenaze  
Zmanjšanje količine encima monooksigenaze je pomenilo počasnejšo konverzijo ter zaradi 
deaktivacije encima s časom reakcije tudi nižji delež konverzije (sliki 39, tabela 19). Najšibkejši 
člen celotnega procesa je bila denaturacija monooksigenaze, ki jo povzročajo neposredni in 
posredni vplivi penjenja.104,105,106 Izvedli smo številne eksperimente, ki so opisani v posameznih 
poglavjih za vrednotenje parametrov in dejavnikov procesa glede na aktivnost monooksigenaze 
(CHMO CDX-003). Preučili smo vpliv količine in razpoložljivost pirmetazola; slednja je 
namreč pogojena z velikostjo delcev oz. površino le-teh glede na njihovo prostornino. Natančno 
smo preučevali oskrbo s kisikom in NADPH (glej poglavje 4.11) in oboje je bilo neposredno 
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povezano z mešanjem (glej poglavje 4.14), reakcijsko atmosfero (tako s fizikalnega kot v 
kemijskega vidika) ter razmerjem med reaktorjem in delovnim volumnom (glej poglavje 4.15). 
Preučevali smo tudi izločanje acetona in H2O2  (glej poglavje 4.7) ter mehanizme za ublažitev 
in ukrepe proti penjenju, vključno z geometrijo in nastavitvijo mešal ter konfiguracijo 
reaktorjev (glej poglavje 4.14). Eno izmed poglavitnih področij naših eksperimentov in 
tehnoloških izboljšav je bilo povezano z uravnavanjem razmerja med encimi in pirmetazolom, 
večkratnimi dodatki monooksigenaze in fizikalno-kemijskimi pogoji reakcije, kot je 
predstavljeno med rezultati v poglavju 4.4.  
Pena se je začela oblikovati že po nekaj urah reakcije, vendar se je nahajala le na površini in v 
relativno tankem sloju. Pospešeno se je začela tvoriti v fazi, ko je pretvorba dosegla približno 
50 %. Do tega je prišlo praviloma med 10 in 12 urami procesa. Spenjena je postala večina 
reakcijske mešanice, začela se je povečevati tudi njena prostornina, aktivnost (konverzija) pa 
se je izrazito upočasnila in se na koncu popolnoma ustavila. Penjenje oz. posledice le-tega smo 
morali z ustreznimi tehnološkimi prijemi zmanjšati. Svoje ideje smo ovrednotili ter jih potrdili 
s poskusi, nato pa definirali poglavitne modifikacije procesa, ki so po eni strani zagotovile čim 
kasnejše formiranje pene, po drugi strani pa čim višjo aktivnost encimov ter vzdrževanje 
encimov v aktivni obliki za čim daljše obdobje poteka pretvorbe. Proces smo tudi skrajšali, kar 
pomeni, da smo zagotovili ustrezno pretvorbo pirmetazola v esomeprazol še predeno so učinki 
penjenja inaktivirali encimsko delovanje, kar smo dosegli z večjo koncentracijo ključnega 
encima, tj. CHMO. Primer poteka biooksidacije je opisan v poglavju 3.2.4, rezultati teh 
eksperimentov pa so prikazani na sliki 39.Kot je  razvidno iz predstavljenih rezultatov  je 50% 
večja koncentracija encima CHMO vplivala na bistveno hitrejšo konverzijo, in sicer smo 
dosegli 90% konverzijo po dobrih 20 urah v eksperimentu z večjo količino (1,8 g) in po slabih 
50 urah z manjšo (1,5 g) količino encima CHMO. 
 Ena od osnovnih sprememb, ki smo jo morali uvesti, da bi preprečili kritično zgoščevanje 
reakcijske mešanice, je bilo zmanjšanje koncentracije pirmetazola s 50 g/L na 30 g/L. 
Zagotoviti smo morali čim boljšo izmenjavo snovi, zato smo pripravili vrsto eksperimentov s 
katerimi smo preučevali ter določili optimalno velikost delcev pirmetazola. Pri tem smo 
upoštevali tudi ekonomičnost. Prilagodili smo količine encimov in NADP ter določili sistem 
mešanja, ki je z učinkovitim aksialnim mešanjem z malo kavitacije zagotavljal ustrezno 
dovajanje kisika v reakcijsko mešanico.  
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Slika 39: Konverzija pirmetazola v esomeprazol v odvisnosti od časa glede na količino 
monooksigenaze prisotne v reakcijski zmesi.  
S podrobnejšo analizo, v tem delu zgolj grafično predstavljnih rezultatov, konverzije (slika 39), 
smo ocenili kinetiko reakcije. Kinetiko reakcije smo ocenili v prvih urah (do 6 h) oz. do 
konverzije cca 30 %, ko je koncentracija substrata - pirmetazol bistveno večja glede na produkt 
– esomeprazol. Opazili smo, da proces oksidacije v prvem delu tem delu poteka linearno, kar 
je tipično za reakcije prvega reda. V spodnji tabeli je predstavljen primer izračuna za konkreten 
eksperiment.    
Pri nižji dozi encima je očitno, da je le-ta poglavitni omejujoči dejavnik za hitrost pretvorbe 
pirmetazola v esomeprazol. Z višanjem doze encima se hitrost konverzije v prvem delu 
pretvorbe povečuje, a le do hitrosti, do katere je koncentracija encima omejujoč dejavnik. Večji 
prebitek za pospeševanje konverzije  v prvem delu torej ni smiseln, se pa večja količina encima 
pozna na celokupni hitrosti konverzije, ker pa so omejujoči dejavniki drugi parametri, predvsem 
denaturacija encima, kar obravnavamo v drugih poglavjih tega dela.  
Doziranje, ki smo ga povečali za 33 % ni v linearnem razmerju  s (k). Pri nižji dozi encima je 
očitno, da je le-ta poglavitni omejujoči dejavnik za hitrost pretvorbe pirmetazola v esomeprazol. 
Pri višji dozi encima monooksigenaze pa smo zagotovili prebitek encima (vrsta poskusov 
(hitrost pretvorbe / naklon krivulje – večje hitrosti z dodatnim višanjem doze encima nismo 
dosegli), ki jih v nalogi nismo pokazali), kaže na to, da monooksigenaza pri opisani, višji 
koncentraciji ni bila omejujoči dejavnik. 
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Tabela 19: Ocena naklona (k) krivulje konverzije v prvem delu biooksidacije po serijah 
prikazanih v sliki 39. 
 
1,8 g 
CHMO 
1,2 g 
CHMO 
Ocena naklona (k) krivulje konverzije v prvem delu 
biooksidacije 
−𝑑𝑐/𝑑𝑡 = 𝑘𝑐0  [mol/L s] 
2,7 × 10–6 1,4 × 10–6 
 
4.6 Vpliv katalaze 
Katalaza ima ključno vlogo pri razgradnji H2O2, s čimer preprečuje nadaljnjo oksidacijo 
sulfoksida v sulfonsko obliko, hkrati pa preprečuje oksidacijske poškodbe aktivnih encimov. 
Mehanizem nastanka peroksida smo opisali v poglavju Doziranje encimov in reagentov. 
NADPH v sistemu monooksigenaze s flavinom deluje kot reducent, ki reducira flavin. Flavin 
v reducirani obliki torej omogoči nastanek atomskega kisika, ta pa nato oksidira sulfidni 
substrat v sulfoksid. V kolikor ta proces poteka v odsotnosti ali pomanjkanju organskega 
substrata (sulfida, v našem primeru je to pirmetazol), lahko na račun prebitka atomske oblike 
kisika nastane vodikov peroksid.76,104 
 
Slika 40: Konverzija pirmetazola v odvisnosti od časa glede na koncentracijo katalaze.  
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Ugoden vpliv katalaze je predstavljen na spodnji sliki, ki prikazuje biooksidacijo pirmetazola 
v eksperimentu opisanem v poglavju 3.2.6 Vpliv katalaze. Eksperiment smo izvedli z 
referenčno količino katalaze in sicer 2,4 g (slika 40, 1-krat katalaza) in z 2,5-kratnim prebitkom 
katalaze, tj. 6 g (slika 40, 2,5-krat katalaza). Kot je razvidno iz rezultatov predstavljenih na sliki 
40, je prebitek katalaze potrdil ugoden vpliv encima na potek biooksidacije - proces poteka 
nekoliko hitreje, oz. doseže večjo končno konverzijo. 
4.7 Vpliv acetona 
Za učinkovitost biooksidacije stopnje je izmenjava plinov ključen proces, ki mora zagotavljati 
dovajanje kisika na mesto poteka reakcije. Ob tem ima prezračevanje tudi vlogo odstranjevanja 
hlapnih metabolitov, v našem primeru acetona.  
Medfazno področje na enoto reaktorja ali prostornino kolone (»specific surface area«; SSC) a 
ima poglavitno vlogo pri masnem prenosu plinov. Znano je, da so dosegli veliko višje vrednosti 
a v napravah s peno v primerjavi z drugimi procesi. Penasti kontaktor lahko uporabimo v 
različnih procesih, kot je na primer prenos kisika v reakcijsko mešanico. V primeru 
tehnološkega postopka za proizvodnjo esomeprazola s procesom biooksidacije imamo opravka 
z veliko bolj zapletenim sistemom, v katerem moramo poskrbeti, da v največji možni meri 
odstranimo vse dejavnike, ki lahko inducirajo nastanek pene, ker le-ta povzroča inaktivacijo 
encimskega delovanja. Tako iz laboratorijske kot tudi industrijske prakse je znano, da penjenje 
reakcijske suspenzije zelo pogosto povzroči denaturacijo proteinov, poleg tega pa upočasnjuje 
prenos materiala preko fazne meje tekoče-plinasto-tekoče, zato smo nadaljnje eksperimente 
izvedli z namenom preučevanja posledic in dejavnikov penjenja v reakcijski mešanici in vpliva 
le tega na prisotnost acetona.  
Z spremljanjem acetona tekom biooksidacije smo preverili karakteristične vrednosti acetona v 
reakcijski mešanicah, kar za reprezentativen eksperiment opisanem med Eksperimentalnimi 
postopki  v poglavju 3.2.6 Vpliv acetona, prikazujemo na sliki 41. Kot je razvidno iz grafa na 
sliki 41 so vrednosti acetona v območju do 0,5 masnih %. Ob želji, da iz reakcijske mešanice 
odstranimo aceton, moramo po drugi strani paziti, da ne odstranimo 2-propanola, ki ga 
potrebujemo za regeneracijo kofaktorja z encimom KRED (slika 34). Iz slike 41, je razvidno, 
da količina 2-propanola ne pade pod 2,5 ut-%. 
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Slika 41: Vsebnost acetona in 2-propanola v reakcijski suspenziji v odvisnosti od časa 
biooksidacije.  
 
Slika 42: Konverzija pirmetazola v odvisnosti od časa glede na količino prisotnega acetona  
Vpliv acetona na konverzijo pirmetazola smo preverili tako, da smo reakcijski suspenziji dodali 
znano količino acetona in sicer 0,5 in 1,0 volumskih %. Čeprav tu ne gre za limitni test, pa tako 
dobimo podatke, da aceton zagotovo ne bo vplival negativno na reakcijo, če je le-ta izvedena 
po standardnem poteku, še posebej če sistem prezračujemo. Izvajali smo jih v fazi odzračevanja 
reaktorjev v ustreznih časovnih intervalih, ne kontinuirano. Aceton v maksimalnih 
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pričakovanih koncentracijah glede na proporcionalne deleže 2-propanola, potrebne za 
regeneracijo kofaktorja z encimom KRED, ne delujejo inhibitorno.  
4.8 Vpliv temperature med in pred reakcijo 
4.8.1 Vpliv temperature pred reakcijo 
S segrevanjem suspenzije pirmetazola do 50 °C pred saržiranjem encimov smo preverili vpliv 
dezintegracije sekundarnih delcev ter povečane reakcijske površine substrata. Reprezentativni 
poskusi so opisani med Eksperimentalnimi postopki v poglavju 3.2.7 Vpliv temperature pred 
in med reakcijo. Povečanje reakcijske površine substrata – pirmetazola v manjši meri vpliva 
tudi na njegovo raztapljanje ter posledično na boljšo konverzijo pri optimalnih temperaturnih 
pogojih (25 °C). Kot je razvidno iz poteka konverzije (slika 42), je imela temperaturama 
obdelava pozitiven učinek. Konverzija pirmetazola, ki je bil pred dodajanjem encimov 
izpostavljen toplotni obdelavi na 50 °C, se je zaključila po 15 urah poteka reakcije. V primeru, 
ko segrevanja suspenzije nismo izvedli, se je konverzija ustavila na ~20 % preostalega 
substrata. Sklepamo, da je pred-obdelava mikroniziranega matirala, ki je hidrofoben, zaradi 
mešanja ter segrevanja povzročila boljše suspendiranje mikroagregatov pirmetazola, kar smo 
opazovali tudi s pomočjo optičnega mikroskopa. 
 
 
Slika 43: Konverzija pirmetazola v odvisnosti od časa glede na temperaturno obdelavo 
pirmetazola pred saržiranjem encimov. Krivulja označena s 50 °C predstavlja potek reakcije s 
toplotno obdelano suspenzijo pred dodajanjem encimov. Suspenzijo segrejemo na 50 °C. 
Krivulja označena z RT, predstavlja reakcijo s toplotno neobdelano suspenzijo.  
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4.8.2 Vpliv temperature med reakcijo 
Vpliv reakcijske temperature na kinetiko biooksidacije so ovrednotili med razvojem osnovnega 
postopka opisanega v literaturi53, zato smo njihove ugotovitve ter priporočila glede temperature 
reakcije povzeli in preverili. Temperaturo reakcijske mešanice smo preverjali v območju od 20 
°C do 30 °C, kot je prikazano na sliki 44 in opisano med eksperimentalnimi postopki v poglavju 
13.2.7 Vpliv temperature pred in med reakcijo. Pričakovano se je z višanjem temperature višal 
delež konverzije, a so se pri T > 28 °C po 4 urah reakcije (konverzija 50±10%) pojavili veliki 
aglomerati  - skupki pirmetazola, esomeprazola in encimov, ki so upočasnjevali konverzijo v 
drugem delu procesa (konverzija 20 – 40 %, slika 44). Glede na potek konverzije smo za 
delavno temperaturo izbrali območje med 25 °C in 28 °C. Pri 25 °C je bila konverzija sicer 
nekoliko počasnejša, a je zagotavljala sprejemljivo robustnost oz. dovolj dolgo delovanje 
reakcijskega sistema. Pri višji reakcijski temperaturi je poleg aglomeratov prav tako nastalo več 
prazolskih nečistot, ki že v ppm količinah obarvajo suspenzijo v vijolično barvo. Povezavo med 
barvo in nastajanjem nečistote poznamo iz sinteze nečistot, kar pa ni del tega dela. 
 
Slika 44: Konverzija pirmetazola v odvisnosti od časa glede na temperaturo reakcijske 
mešanice.  
4.9 Vpliv pH 
Zaradi naraščajoče občutljivosti (nestabilnosti) esomeprazola pri vrednosti pH pod 8,0, je 
potrebno vzdrževati alkalno reakcijsko okolje z ustreznim uravnavanjem vrednosti pH s 
pufrom. Kljub temu, da so optimalne pH vrednosti ovrednotene v literaturi 53, smo se zaradi 
potreb po boljšem razumevanju procesa, vključno z medsebojnimi vplivi različnih dejavnikov 
ter parametrov procesa, odločili za dodatno raziskavo vplivov vrednosti pH na celotno reakcijo. 
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Za vsak encim posebej in v kombinaciji z drugimi encimi smo zato preučili njihove optimalne 
pH in temperaturne pogoje. Reprezentativni eksperimenti so opisani med Eksperimentalnimi 
postopki v poglavju 3.2.8 Vpliv pH. Rezultati so predstavljeni v sliki 45, 46 in 47. Z 
spremljanjem  aktivnosti KRED v odvisnosti od pH (slika 45) smo ugotovili, da morajo biti 
vrednosti pH, ob katerih je aktivnost KRED najvišja, pod pH 8,5, konkretno 8,2.  
V standardnih reakcijskih pogojih je bil KRED izven svojega optimalnega pH območja (pH 9), 
kar je razvidno iz slike 46, kjer prikazujemo pH vrednost med potekom biooksidacije z in brez 
uravnavanja pH vrednosti. Na osnovi teh raziskav smo definirali pH interval (8,2±0,3), v 
katerem naj bi dosegli večjo aktivnost in stabilnost KRED.  
Korelacija med optimalno aktivnostjo encima in njegovo pH-stabilnostjo je pogosto zelo 
visoka, zato smo s spremembo pH profila procesa dosegli velik napredek.107 Na videz neznatno 
znižanje vrednosti pH za manj kot 0,5 enote (slika 44) je zagotovilo presenetljivo produktivno 
reakcijsko okolje in robustno biooksidacijsko stopnjo, ki se je ujemala s ciljnim profilom. 
Z rezultati reprezentativnih  eksperimentov smo predstavljeni na sliki 47, kjer opisujemo potek 
biooksidacije pri pH vrednosti 8,2 ± 0,3 (začetna korekcija pH z KOH v puferski raztopini ni 
izvedena) v primerjavi s potekom pri pH vrednosti pH 9,2 ± 0,2 (pred začetkom procesa 
biooksidacije znižamo pH z dodatkom KOH). Biooksidacija pri nižjem pH - brez korekcije, se 
zaključi 3-krat hitreje. 
 
Slika 45: Aktivnost KRED v odvisnosti od pH.  
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Slika 46: pH vrednost med potekom biooksidacije z in brez uravnavanja pH vrednosti.  
 
 
Slika 47: Potek biooksidacije pri pH vrednosti 8,2 ± 0,3 (začetna korekcija pH z KOH v 
puferski raztopini ni izvedena) v primerjavi s potekom pri pH vrednosti pH 9,2 ± 0,2 (pred 
začetkom procesa biooksidacije znižamo pH z dodatkom KOH). 
4.10 Velikost delcev pirmetazola 
Množina raztopljenega pirmetazola je omejena s količino topila, čas raztapljanja pa je odvisen 
od velikosti delcev oz. njihove površine. Podoben sistem opisujejo Andersen in sodelavci.108 
Cepivo so uporabili zaradi bolj homogene kristalizacije proizvoda sulfoksida, s čimer so 
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preprečili tvorbo amorfnih agregatov ter lepljenje le-teh na dele reaktorja in mešala. Pomembno 
vlogo pri tem je igrala tudi temperatura reakcije.  
Za heterogene reakcije je znano, da manjši delci omogočajo boljše raztapljanje in prenos snovi 
kot večji delci zaradi višjega razmerja med površino in prostornino.109,110 Z eksperimenti smo 
ocenili vpliv velikosti delcev pirmetazola na stopnjo pretvorbe (aktivnost) in končno pretvorbo 
(konverzijo). Delce mikrometrske velikosti smo lahko pripravili le z mikronizacijo (mletjem) 
materiala. Ker je to dodaten in relativno drag proizvodni korak, smo ga morali ovrednotiti tako 
po tehnološki kot tudi po ekonomski plati. Zato smo izvedli eksperimente za preverjanje vpliva 
velikosti delcev pirmetazola na potek biooksidacije. Eksperimenti so bili izvedeni z 
mikroniziranim in nemikroniziranim pirmetazolom, kot je opisano med eksperimentalnimi 
postopki v poglavju 3.2.9, Velikost delcev pirmetazola. 
Morfologija in porazdelitev velikosti delcev sta predstavljeni na sliki 48 in v tabeli 20. 
Povprečna velikost delcev je bila za mikroniziran pirmetazol 4 µm in 53 µm za nemikroniziran 
pirmetazol. Naš cilj je bil doseči > 97 % konverzijo v 24 urah. Z mikroniziranim materialom 
smo dosegli  konverzijo okoli 98 % v 20 urah, z nemletim materialom pa le okoli 95 % v 40 h. 
Pri tem smo s 150 % količino monooksigenaze konverzijo izboljšali na 95 % v 24 urah. 
Na sliki 49 smo prikazali krivulje poteka, ki kažejo opazen padec hitrosti konverzije v 
eksperimentu z nemletim pirmetazolom (100 % in 150 % CHMO) po tem, ko smo dosegli 
približno 50 % konverzijo. To sovpada s fazo zelo intenzivnega penjenja reakcijske mešanice. 
Pri povečani količini monooksigenaze (150 %) se je v prvi polovici procesa biooksidacije 
pretvorba znatno izboljšala, po začetku penjenja ter približno 10 nadaljnjih ur pa se je delež 
konverzije zaradi postopne inaktivacije encimov manjšala. Kljub temu, da smo z nemletim 
pirmetazolom ter večjo količino encima monooksigenaze dosegli želeno konverzijo, smo zaradi 
večje ekonomičnosti za nadaljnji razvoj ter povečavo merila izbrali postopek z mikroniziranim 
pirmetazolom in standardno količino encimov.  
Opis eksperimentov za rezultate na sliki 49 je zbran v poglavju 3.2.9 Velikost delcev 
pirmetazola. Če primerjamo rezultate (slika 37) in izvedbo eksperimentov opisanih v poglavju 
3.2.2, Prenos postopka v laboratorij, ugotovimo, da je proces biooksidacije ob prenosu v 
laboratorij potekal počasneje z mikroniziranim pirmetazolom. Primerjava rezultatov jasno 
pokaže, da proces po optimizaciji parametrov (atmosfera, korekcija pH, itd.) poteka hitreje.  
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Slika 48: FE-SEM (A) in optična (B) mikrografija mikroniziranega pirmetazola. 
 
 
Slika 49: Poskus z mikroniziranim in nemletim pirmetazolom ter vpliv 150 % večje količine 
encima CHMO na potek biooksidacije ne-mletega pirmetazola.  
Tabela 20: Velikost delcev pirmetazola za preverjanje vpliva velikosti delcev v optimiziranem 
postopku. 
Vzorec 
Povprečen premer 
(μm) 
d10 
(μm) 
d50 
(μm) 
d90 
(μm) 
Mikronizirani pirmetazol 4 1,5 3,2 6,8 
Pirmetazol brez mletja 53 8,9 20,6 48 
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4.11 Vpliv oskrbe s kisikom 
Pri zagotavljanju čim bolj učinkovitega raztapljanja plinov v reakcijski mešanici smo imeli za 
izhodišče eksperimente osnovnega postopka, opisanega v literaturi53  in med Eksperimentalnimi 
postopki v poglavju 3.2.10 Vpliv oskrbe s kisikom. Rezultati eksperimentov so zbrani in 
predstavljeni v sliki  50.  
Vprašanja, na katera smo morali v tem sklopu odgovoriti, so bila predvsem tehnične narave:  
- Kako uvajati kisik ali zrak v reaktor, 
- kako zagotoviti čim bolj učinkovito raztapljanje plinov v reakcijski mešanici, 
- kako zagotoviti, da bo koncentracija raztopljenega kisika v reakcijski mešanici čim bližje 
nasičenosti in 
- kako zagotoviti, da bo reakcijska mešanica homogena. 
Kisik vstopi v reakcijski sistem v molekularni obliki (O2), monooksigenaza pa ga razgradi na 
atomarni kisik, ki se uporablja za oksidiranje sulfidnega substrata v sulfoksidno obliko. Kisik 
smo v reakcijsko mešanico uvajali bodisi v obliki čistega kisika bodisi v obliki zraka.  
Za reakcijo je primernejši kisik, med drugim tudi zato, ker z dovajanjem čistega kisika 
reakcijske mešanice ne nasitimo z dodatno količino inertnega plina. V primeru zraka je to v 
glavnem dušik, ki ga je potrebno odvajati oz. nadomeščati s svežim zrakom, kar smo izvajali s 
pomočjo sistema, ki je omogočal prezračevanje (dovajanje – odvajanje plinov) reaktorja. Če 
uporabljamo samo kisik, je potrebno zagotoviti le konstantno vzdrževanje njegovega tlaka brez 
sistema za odvajanje plinov med samim procesom. Kljub omenjeni prednosti kisika pa je 
uporaba kisika v kemijski proizvodnji v industrijskem merilu prevelik dejavnik tveganja. Le-to 
lahko sicer obidemo, vendar bi bil sklop varnostnih in preventivnih ukrepov neekonomičen. Z 
vidika industrijske uporabe in varnosti je v našem primeru boljša uporaba zraka. Pretočno 
prezračevanje pod tlakom je sicer dodatna tehnološka operacija, vendar zaobide tveganje, ki ga 
predstavlja uporaba kisika, obenem pa kontinuirano prezračevanje iz reaktorja odvaja tudi hlape 
acetona, kar ugodno vpliva na aktivnost in stabilnost encimov.  
Eksperimente smo izvedli z zrakom pri tlaku 4 in 5 barov ter s čistim kisikom pri nadtlaku 4 in 
1,5 bara. Analiza rezultatov je pokazala, da je kinetika reakcij enaka pri poskusih narejenih s 
kisikom pri tlaku 1,5 bara in zraku 4 bare. Reakcije, ki smo jih izvedli pri 5 barih zraka, so 
potekle z enako hitrostjo kot pri 4 barih zraka (slika 50). Zato smo se odločili, da bomo 
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nadaljnje, še posebej industrijske poskuse, izvajali pri 4,5 – 5 barih zraka, torej z dodatnim 
povečanjem tlaka zraka. 
 
Slika 50: Vpliv oskrbe s kisikom na konverzijo substrata. Eksperimenti so potekali pri nadtlaku 
zraka 4 bare in 5 barov ter pri nadtlaku kisika 1,5 bara in 4 bare. 
4.12 Vpliv medprocesnega čiščenja 
V procesih, ki jih izvajamo serijsko, opremo čistimo po postopku v skladu s specifikacijami oz. 
zahtevami, ki zagotavlja ustrezno čistoto opreme za nadaljnje šarže. Postopek je validiran in 
standardiziran. Minimalni ostanki intermediata in produkta v zaporedni sintezni serij 
proizvodnje iste substance niso sporne in ne povzročajo težav, v kolikor ne gre za 
nesprejemljive razpadne produkte ali sorodne nečistote, ki jih je težko ločiti od želenega 
produkta. 
V primeru biooksidacije pirmetazola v esomeprazol smo naleteli na pojav, ki ga do sedaj v 
proizvodnji nismo poznali. V kolikor reaktorjev po vsaki sintezni izvedbi nismo očistili s kislim 
CIP ter metanolom, se je konverzija (oz. encimska aktivnost) med 12 in 15 h procesa v roku 1 
h močno upočasnila, kar je čas procesa podaljšalo za 10 do 15 h. Tipičen primer takšnega 
eksperimenta je opisano med Eksperimentalnimi postopki v poglavju 3.2.11 Vpliv 
medprocesnega čiščenja. Rezultati tega, večkrat zaznanega dogodka, so predstavljeni na sliki 
51, kjer prikazujemo potek biooksidacije dveh pilotnih serij z različno izvedbo MČO. V enem 
primeru je MČO izveden z vodo do vizualne čistosti, v drugem primeru pa s čistilnim sredstvom 
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COSA CIP 72 in refluksom metanola. Po ustrezno izvedenem MČO (CIP in metanol) se sinteza 
serije zaključujejo hitreje in ponovljivo. 
Na osnovi analize brisov reaktorjev za vsebnost dušika po ustreznem ter neustreznem čiščenju 
smo ugotovili, da so ostanki materiala vsebovali denaturirane encime. Sklepamo, da so, v 
kolikor jih nismo s čiščenjem odstranili, v naslednji šarži delovali kot jedra oziroma 
pospeševalci denaturacije encimov. 
 
Slika 51.  Vpliv čiščenja reaktorja po zaključeni šarži na proces biooksidacije. 
4.13 Vpliv kristalizacije produkta in penjenje 
Eksperimenti  za preučevanje vpliva kristalizacije produkta in penjenja so opisani med 
Eksperimentalnimi postopki v poglavju 3.2.12 Vpliv kristalizacije produkta in penjenje. 
Reaktor je bil opremljen z natančnimi temperaturnimi in kisikovimi sondami, kar nam je 
omogočilo zaznavanje zelo majhnih sprememb. V fazi procesa, ko je konverzija dosegla 
približno 50 %, smo zaznali povišanje temperature za 0,1 °C, in sicer iz 26,56 °C na 26,65 °C, 
kar prikazujemo na sliki 51. Na videz zanemarljiva sprememba temperature je sovpadala z 
znižanjem koncentracije raztopljenega kisika v reakcijski mešanici. Temperaturni nihaj in 
padec koncentracije kisika smo zaznali na več eksperimentih, tako uspešnih, kot neuspešnih.  
Izmerili smo navor motorja mešala in ga analizirali, da bi količinsko ter časovno ovrednotili 
spremembe v strukturi reakcijske mešanice. Podatki, ki smo jih s temi meritvami pridobili, nam 
zaradi velikega šuma, tj. motenj v ozadju naših meritev, niso doprinesli k razumevanju procesa.  
Strukturo reakcijske mešanice smo v zaporednih časovnih intervalih kontrolirali tudi z 
opazovanjem suspenzije s pomočjo optičnega mikroskopa. Ugotovili smo, da je rahlo povišanje 
0
20
40
60
80
100
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Pirmetazol [%]
Čas [h]
MČO: CIP, MeOH
MČO: Voda
Rezultati in razprava 
 
80 
temperature povezano s hitro kristalizacijo produkta - esomeprazola. Produkt je kristaliziral v 
obliki številnih drobnih delcev igličaste oblike, ki so bili približno 2- do 4-krat manjši od delcev 
substrata. Hitra in intenzivna kristalizacija produkta je povzročila spremembe v suspenziji v 
smislu zgoščevanja in višje viskoznosti. Te spremembe so bistveno zmanjšale izmenjavo snovi 
in koncentracijo raztopljenega kisika 
 
Slika 52: Izsek povišane temperature in padec raztopljenega kisika, ki so povezani s 
spremembo reoloških lastnosti suspenzije. Znižanje količine kisika in temperaturna nihanja so 
značilen pokazatelj za uspešne in neuspešne eksperimente. 
 
Prenos kisika iz plina v tekočo fazo je bil omejujoč dejavnik zaradi slabe topnosti kisika.111 
Poleg te omejitve smo morali uvesti tudi bolj konservativne pogoje mešanja, da bi s tem 
preprečili intenzivno penjenje reakcijske mešanice ter s tem povezano inaktivacijo encimskega 
delovanja. Znano je namreč, da se na fazni meji med plinom in tekočino, npr. v mehurčkih pene, 
molekule encimov ali njihovi deli izmenično nahajajo v plinasti in tekoči, v našem primeru v 
vodni fazi. Tu se encimi denaturirajo ter zlepijo v večje, neaktivne agregate, kot so ugotovili 
tudi Toftgaard Pedersen in sodelavci112. 
Maksimalni delež prenosa kisika je v industrijskem merilu okoli 100 mmol/L h, kar ustreza 
volumskemu koeficientu snovnega prestopa kLa približno 500 h-1, pod pogojem, da je 
koncentracija kisika v raztopini blizu nič (če je koncentracija blizu nič, je gradient v smeri 
raztapljanja kisika največji) in da za dovajanje kisika uporabljamo zrak. 
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Za reakcijo, ki jo katalizira monooksigenaza, so potrebne stehiometrične količine kisika. Del 
kisika lahko zagotovi katalaza z razgradnjo peroksida, ki nastaja zaradi prebitka atomskega 
kisika, vendar v primeru uravnoteženega sistema reagentov te količine niso pomembne. V 
optimalnem primeru je potrebno za maksimalno volumetrično produktivnost priskrbeti vsaj 200 
do 400 mmol/L h. Kisik je substrat za monooksigenazo, zato je delež reakcije odvisen od 
koncentracije kisika v raztopini. Iz literature112 vemo, da je Michaelis−Mentenina konstanta za 
kisik nizka (μM področje). Ker pa je pogoj za hitro in učinkovito dovajanje kisika na mesto reakcije 
oz. za hitrost reakcije ustrezna nasičenost reakcijske mešanice s kisikom, je dovajanje le-tega pri 
višjem tlaku boljše. To smo pokazali tudi s svojimi eksperimenti, katerih rezultati so opisani v 
poglavju 4.11, Vpliv oskrbe s kisikom. To ustreza ugotovitvam, da je hitrost reakcije praktično 
neposredno sorazmeren koncentraciji raztopljenega kisika, pod pogojem delovanja v reakciji 
pod atmosferskim tlakom in ob predpostavki, da ostale komponente sistema delujejo optimalno 
(saturacija – dostopnost substrata, nasičenje z NADP(H), optimalno delovanje KRED in 
katalaze).  
Z opazovanjem strukture reakcijske mešanice – brozge/suspenzija pirmetazola pred, med in po 
procesu biooksidacije smo opazili, da se struktura reakcijske mešanice s časom/konverzijo gosti 
in postaja manj mešljiva (glej skrajno levo fotografijo na sliki 53). Sredinska fotografija  na 
sliki 53 prikazuje formiranje pene in skrajno leva fotografija pa nastanek skorje na površini 
suspenzije. 
   
Slika 53: Levo: Fotografija manj mešljive viskozne suspenzije. Sredina: Fotografija formirane  
pene. Desno: Fotografija skorje na površini suspenzije. 
4.14 Vpliv mešanja in vrsta mešala 
V laboratorijskem merilu se je pokazala pomembnost geometrije mešala. Opis eksperimentov 
je naveden v eksperimentalnem delu, poglavje 3.2.13, Vpliv mešanja in tip mešala. Rezultati 
eksperimentov so predstavljeni v sliki 54, ker prikazujemo konverzija pirmetazola ob uporabi 
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sidra in propelerja. Iz rezultatov (slika 54) je razvidno, da se delež konverzije pri uporabi sidra 
bistveno upočasni v primerjavi z eksperimentom v katerem uporabimo mešalo tipa propeler. 
Mešanje s sidrom je ustvarjalo velik vrtinec. Material se je vrtel skupaj z mešalom, ni pa bilo 
opaziti turbulence in aksialnega pomešanja. Po 30 – 60 minutah poteka reakcije so se pričeli 
tvoriti majhni agregati materiala. Velikost agregatov je bila med 0,5 mm in 2 mm, od tega 
večina med 0,5 in 1 mm. Agregati so bili v reakcijski mešanici prisotni do konca poteka 
reakcije, le da so bili na koncu nekoliko manjši. Viskoznost je naraščala zelo počasi, mešanica 
je bila dobro pretočna tudi po 48 h poteka reakcije. Barva reakcijske zmesi se je spremenila v 
svetlo rjavo, konverzija pa je bila za 25 % do 50 % slabša v primerjavi z reakcijo na 
propelerskem tipu mešala.  
Zaradi pomanjkljivega mešanja brez turbulence in strižnih sil, potrebnih za boljše sproščanje 
esomeprazola z mesta reakcije ter njegovo kristalizacijo, je prišlo do zlepljanja primarnih 
delcev in do relativnega zmanjševanja površine delcev pirmetazola, zato tudi dodatki dveh 
alikvotov monooksigenaze in NADP niso bili učinkoviti.  
 
Slika 54: Konverzija pirmetazola ob uporabi sidra ali propelerja. 
Med potekom reakcije je že v prvih 2 do 4 urah prišlo do izločanja materiala iz reakcijske 
mešanice, ki se je nalagal v obliki kompaktnega obroča na obod reaktorja. Obroča, ki je nastal 
na obodu reaktorja na meji med reakcijsko mešanico in plinasto fazo, nismo mogli re-
suspendirati s povečano hitrostjo mešanja. 
S pomočjo modela računalniške dinamike tekočin (RDT, ang. CFD) smo izračunali naslednje 
parametre mešanja: število moči in pretočno število mešala, vnos moči na volumen (P/V), 
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povprečno strižno silo ter čas premešanja (95 %). Rezultati so zbrani v tabeli in na slikah 54 – 
59. 
Rezultati eksperimentov so nam omogočili vpogled v učinke različnih mešalnih pogojev, ki 
nastanejo ob uporabi različnih vrst mešal in hitrosti mešanja. Uporabili smo OptiFoil, turbino z 
lopaticami pod kotom 45° (PBT) ter okroglo in ravno sidro. Simulacije zelo jasno prikazujejo 
zmožnost distribucije zraka/kisika tako v radialni kot v aksialni smeri. Obenem pa tovrstna 
mešala inducirajo tvorbo pene zaradi strižnih sil in kavitacije ter s tem povzročijo denaturacijo 
encimov. 
Obodna hitrost od osi najbolj oddaljenega dela mešala je bila najnižja pri mešalu vrste sidro. 
Glede učinkovitosti mešanja in izmenjave snovi je bilo to mešalo najmanj učinkovito od vseh 
preizkušenih mešal. Znano je, da bi morale biti strižne sile v encimskih reakcijah čim nižje113, 
saj lahko povzročijo denaturacijo encimov zaradi svojih posrednih učinkov. Strižne sile v 
smislu mehanskih interakcij v tekočinah najverjetneje ne povzročijo denaturacije encimov. 
Praviloma gre za pojav, ki ga strižne sile povzročijo zaradi kombinacije s kavitacijo in 
posledično s tvorbo mehurčkov. Za denaturacijo encimov je torej ključno dogajanje v 
medfaznem prostoru, še posebej uničujoči pa so učinki v izmenjujoči se plinasto-tekoči 
fazi.104,105,106 
Tudi pri najnižji hitrosti mešanja s sidrom je bilo povprečje strižnih sil visoko. Izračun časa 
premešanja smo uporabili kot merilo za učinkovitost masnega prenosa snovi v reaktorju. Kot 
smo predvidevali, mešalo vrste sidro ni bilo kompetitivno z drugima dvema vrstama mešal, ker 
ni zagotavljalo ustreznega aksialnega mešanja. Eksperimente s tem mešalom pa smo izvedli, 
ker sidra pogosto uporabljamo za mešanje viskoznih tekočin v procesih ogrevanja ali hlajenja 
zlasti za preprečevanje nalaganja produktov na stenah reaktorjev, ker lopatice mešala delujejo 
kot strgala.113 Strgalni učinek bi lahko bil ena od naših potencialnih rešitev v primeru nabiranja 
materiala na stenah reaktorja, kar se je pokazalo v eksperimentih z večjo koncentracijo 
pirmetazola, zato smo v procesu razvoja in povečave merila iskali ustrezne tehnološke rešitve 
za zmanjšanje obarjanja suspendiranega materiala ter nalaganja na notranje površine reaktorja. 
Zagotavljanje prenosa materiala v viskoznih sistemih je zahtevna naloga. Pri mešanju mora 
prevladovati sekundarni tok. Nastane kot posledica sil, ki nastanejo zaradi vrtenja mešala – 
gibanja lopatic mešala. V našem primeru nismo imeli tehničnih možnosti za vnos večje moči 
mešanja, da bi dosegli višje rotacijske hitrosti zato nismo dosegli dovolj intenzivnega 
sekundarnega toka. Kot smo predvideli že s svojimi preliminarnimi izračuni ter poskusi, se 
mešalo vrste sidra ni obneslo. Pretvorba se je ustavila pri približno 50 %, ker so se lastnosti 
reakcijske mešanice do te faze drastično spremenile. Reakcijska mešanica se je močno zgostila 
in postala nehomogena na račun obarjanja ter odlaganja materiala na notranje površine 
reaktorja. 
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Rezultati izračuna za PBT in OptiFoil so pokazali nekatere obetavne razlike. Obodne hitrosti 
mešal so enake, vendar je vnos moči na volumen (P/V) pri vrsti mešala OptiFoil veliko manjša. 
Če bi za merilo uporabili P/V, bi se moralo mešalo OptiFoil vrteti skoraj dvakrat hitreje kot 
mešalo PBT, s tem pa bi izgubilo vse prednosti geometrije mešala. Če primerjamo isto hitrost 
mešanja, je čas premešanja pri mešalu OptiFoil nekoliko nižji. 
. 
Tabela 21: Rezultati simulacije računske dinamike tekočin (RDT). 
 PBT OptiFoil Okroglo sidro Ravno sidro 
Rotacijska hitrost (rpm) 300 500 300 500 200 200 
Obodna hitrost (m/s) 1,1 1,8 1,1 1,8 1,0 1,0 
Število moči (/) 1,23 1,18 0,30 0,29 0,51 0,77 
Pretočno število (/) 0,45 0,43 0,39 0,37 0,29 0,22 
P/V (kW/m3) 0,22 0,97 0,05 0,23 0,16 0,24 
Povprečne strižne sile (1/s) 26,1 42,8 15,5 26,1 29,8 37,3 
95% čas pomešanja (s) 6 4 4 3 15 20 
 
 
Slika 55: Polje strižnih sil v odvisnosti od vrste mešala: A – PBT, 500 rpm; B – OptiFoil, 500 
rpm; C – sidro, 200 rpm. 
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Slika 56: Graf porazdelitve polja strižnih sil glede na vrsto mešala in hitrost mešanja.  
 
A – PBT 300 
 
B – Optifoil 300 
 
C – Ravno sidro 
 
D – PBT 500 
 
E – Optifoil - 500 
 
F – Okroglo sidro 
Slika 57: Polje porazdelitve hitrosti glede na vrsto mešala in hitrost mešanja.  
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A – PBT 300 
 
B -  Optifoil 300 
 
C – Ravno sidro 
 
D – PBT 500 
 
E – Optifoil 500 
 
F – Okroglo sidro 
Slika 58: Vektorsko polje porazdelitve hitrosti glede na vrsto mešala in hitrost mešanja.  
 
A – PBT 300 
 
B – Optifoil 300 
 
C – Ravno sidro 
 
D – PBT 500 
 
E – Optifoil 500 
 
F – Okroglo sidro 
Slika 59: Polje strižnih sil glede na vrsto mešala in hitrost mešanja.  
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Pri upoštevanju merila čas premešanja so strižne sile mešala OptiFoil dvakrat manjše od strižnih 
sil, ki jih povzroči mešalo PBT, zato smo domnevali, da bi moralo biti mešalo OptiFoil pri 
vrednotenju učinkovitosti boljše od PBT. Žal smo svojo hipotezo eksperimentalno ovrgli, ker 
so bile razlike med mešali sodeč po rezultatih zanemarljive. Ne glede na to pa smo mešalo vrste 
OptiFoil določili kot mešalo prve izbire za izvedbo pilotnih in industrijskih poskusov, ker je 
zagotavljalo ustrezno mešanje v aksialni smeri. Druga izbira pa je bilo mešalo PBT, ki se je v 
poskusih obneslo nekoliko slabše, a je še vedno sprejemljivo 
 
 
Slika 60: Razmerje med časom pomešanja in povprečnimi strižnimi silami.  
 
4.15 Povečava merila za proces biooksdacije 
Postopek biooksidacije je bil ovrednoten od laboratorijskega, pilotnega do industrijskega 
merila. Z rezultati, ki smo jih dobili tekom razvoja postopka (slika 62), smo oblikovali 
povečevalni kriterij za šaržiranje potrebne količine encimov, predvsem monooksigenaze. 
Eksperimenti so opisani v eksperimentalnem delu, poglavje 3.2.14, Povečava merila.   
S poskusi povečave merila v pilotno in industrijsko merilo smo pokazali kritičen vpliv razmerja 
med površino in prostornino reakcijske zmesi. Manjši kot je volumen reakcijske zmesi v 
reaktorju, bolj ugodno je razmerje med površino in prostornino reakcijske mešanice, kar 
pričakovano pozitivno vpliva na potek reakcije. Tak sistem je omogočil boljšo izmenjavo 
plinov in hlapnih snovi, boljši prenos kisika in učinkovito izhlapevanje acetona iz reakcijske 
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zmesi. Zaradi manjše reakcijske prostornine je bil potreben manjši vnos energije mešalu (hitrost 
mešanja), kar je zmanjšalo možnost nastajanja pene ter vseh njenih spremljajočih negativnih 
učinkov.  
Velik vpliv polnitve smo pričakovano opazili in potrdili tudi v industrijskem merilu. Ob manjši 
polnitvi se učinek ugodnega razmerja med površino in reakcijskim volumnom odraža v zelo 
učinkoviti konverziji. Ko pa smo prostornino reakcijske zmesi povečali za večkratnik prvotne 
poskusne šarže, se je prejšnja prednost relativno velike površine reakcijske mešanice proti 
prostorni izgubila in pretvorba je potekala počasneje, kot je prikazano na sliki 61, kjer 
prikazujemo vpliv reaktorske polnitve na potek biooksidacije v proizvodnem merilu 
(Eksperiment opisan v eksperimentalnem delu, poglavje 3.2.14, Povečava merila). Ker proces 
z manjšo količino reakcijske mešanice ni bil sprejemljiv za komercialno proizvodnjo, je bilo 
potrebno poiskati načine kako izboljšati izmenjavo snovi v reaktorju tudi v primeru večjega 
volumna reakcijske mešanice. 
 
Slika 61: Vpliv reaktorske polnitve na potek biooksidacije.   
V proizvodno merilo smo prenesli optimizirani postopek, kot je opisan v eksperimentalnem 
delu, poglavje 3.2.14, Povečava merila. Šaržirane količine reagentov in topil smo povečali z 
linearnim faktorjem glede na merilo v vseh primerih razen pri saržiranju encima CHMO. 
Kriterij za uspešno izveden proces biooksidacije je bil vsaj 96 % pretvorba v 24 urah. Za 
uravnoteženje učinkov, ki so bili posledica povečave merila, smo prilagodili količino CHMO 
encima. Primerljive rezultate na večjem merilu smo dobili, ko smo količino encima CHMO iz 
optimiziranih laboratorijskih poskusov (opisani v eksperimentalnem delu, poglavje 3.2.14, 
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Povečava merila) povečali  za 200 % v industrijskem merilu in za 140 % v pilotnem merilu 
(slika 61). Rezultat primerljivega »Scale down« procesa je prikazan na sliki 62. Z 
laboratorijskim »scale down« eksperimentom smo eksperimentalno, na mali laboratorijski 
skali, lahko preverili in napovedali vplive različnih procesnih in kemijskih parametrov v 
industrijskem in pilotnem merila. 
 
 
Slika 62: Prenos postopka biooksidacije iz laboratorijskega v pilotno in proizvodno merilo in 
uravnoteženje povečave merila s šaržiranjem encima CHMO. 
4.16 Vpliv nečistot na kristalizacijo (R)-izomere 
Preverili smo vpliv nečistot na potek in hitrost kristalizacijo R izomere. Nečistote (soli, R-
izomera) vstopajo v proces preko vhodne surovine, tj. magnezijeve soli esomeprazola. 
Prisotnost nečistot vhodnega materiala se v proizvodnem procesu ves čas spremlja in kontrolira 
v predpisanem območju. Za razumevanje procesa in zamejitev vsebnosti nečistot smo izbrali 
vhodne materiale z različno vsebnostjo učinkovine oz. nečistot. Med drugim tako spremljamo 
vsebnost esomeprazola (tabela 22: HPLC VS), vsebnost soli (tabela 22: kalij, kloridi), ocetno 
kislino (Tabela 22: ocetna kislina) in prisotnostjo (R)-izomere. Eksperimenti za pregled vplivov 
vhodne surove esomeprazol magnezijeve soli v esomeprazol magnezijevo sol dihidrat so 
narejeni v pilotnem merilu, kot je opisano v poglavju 3.2.15, Kristalizacija esomeprazol 
magnezijeve soli . V eksperimente vstopa 6 kg surove esomeprazol magnezijeve soli.  
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Rezultati eksperimentov so zbrani v tabeli 22. V oznaki eksperimenta ExpRXsolY, X 
predstavlja primerjalno količino (R)-izomere v surovi esomeprazol magnezijevi soli – višja je 
vrednost X več je (R)-izomere v vhodnem materialu, medtem ko Y predstavlja primerjalno 
količino prisotnih soli (kalij, klorid, ocetna kislina) in posledično nižjo vsebnost esomeprazol 
magnezijeve soli, večja vrednost Y predstavlja vhodni material z večjo vsebnostjo prisotnih 
soli.  
Na podlagi rezultatov, predstavljenih v tabeli 22, opredelimo vpliv prisotnosti (R)-izomere v 
surovi esomeprazol magnezijevi soli na kristalizacijo (R)-izomere pri prekristalizaciji v 
esomeprazol magnezijevo sol dihidrat. Med seboj primerjamo eksperimente ExpR1sol3, 
ExpR4sol2 in ExpR6sol1, ki imajo primerljivo vsebnost soli in različno vsebnost (R)-izomere. 
Iz rezultatov je razvidno, da manjša prisotnost (R)-izomere v vhodnem materialu vpliva na 
počasnejšo kinetiko izpadanja (R)-izomere v končnem produktu esomeprazol magnezijevega 
dihidrata. Tako je v eksperiment ExpR1sol3 vstopalo 0,86 % (R)-izomere v surovi esomeprazol 
magnezijevi soli, v prekristaliziranem esomeprazol magnezijevem dihidratu smo po 42 urah 
izmerili 0,25 % (R)-izomere. V eksperimentih z več (R)-izomere v surovem vstopnem materialu 
je (R)-izomera v dihidratu izpadla hitreje (0-4 h) in v večji količini, glej podatke v tabeli 22. 
Tabela 22: Vpliv parametrov vhodnega materiala na kristalizacijo (R)-izomere. 
Eksperiment* Kalij 
(%) 
Ocetna 
kislina (%) 
Kloridi 
(%) 
HPLC 
VS (%) 
% R-
izomera 
Čas 
(h) 
% R 
Produkt 
ExpR1sol3 1,09 0,72 0,84 97,46 0,86 42 0,25 
ExpR2sol5 2,23 1,79 0,93 95,42 0,91 38 0,33 
ExpR3sol4 1,64 0,08 0,79 94,4  1,02  18 0,38 
ExpR4sol2 1,06 0,05 0,12 98,3  1,08  0 0,45 
ExpR5sol6 2,44 2,16 1,48 94,85 1,10 100 0,3 
ExpR6sol1 0,7 0,51 0,31 95,14  1,19  4 0,78 
* V oznaki eksperimenta ExpRXsolY, X predstavlja primerjalno količino (R)-izomere v surovi 
esomeprazol magnezijevi soli – višja X vrednost več je (R)-izomere v vhodnem materialu. 
Medtem ko Y predstavlja primerjalno količino prisotnih soli (kalij, klorid, ocetna kislina) in 
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posledično nižjo vsebnost esomeprazol magnezijeve soli, večja vrednost Y predstavlja vhodni 
material z večjo vsebnostjo prisotnih soli. 
Preverili smo tudi vpliv nečistot (kalij, klorid, acetat), ki so prisotne v vhodni surovi 
esomeprazol magnezijevi soli, na kristalizacijo (R)-izomere esomeprazol magnezijevega 
dihidrata. Prisotnost soli v surovem materialu kontroliramo s spiranjem izoliranega materiala. 
Slabše spiranje lahko vpliva na večjo prisotnost soli. V tabeli 22 so zbrani rezultati. Med seboj 
lahko primerjamo ExpR4sol2 in ExpR5sol6 ter ExpR2sol5 in ExpR3sol4. Opazimo, da večja 
količina soli in nižja vsebnost esomeprazola (tabela 22; HPLC VS) vpliva na počasnejšo 
izpadanje (R)-izomere pri prekristalizaciji v esomeprazol magnezijev dihidrat. Konkretno v 
eksperiment ExpR2sol5 vstopa 95,42% surovi esomeprazol z 0,91 % (R)-izomere, v 
prekristalizaciji izpade 0,33 % (R)-izomere v 38 urah (tabela 22). V eksperimentu ExpR3sol4 
vstopa material z večjo vsebnostjo soli in 94,4% vsebnostjo esomeprazola in 1,02 % (R)-
izomere, v prekristalizaciji izpade 0,38 % (R)-izomere v 18 urah (tabela 22). 
4.17 Vpliv procesnih pogojev na kristalizacijo (R)-izomere 
Za obvladovanje ponovljivega procesa kristalizacije in zagotavljanje ustrezne kvalitete končne 
učinkovine smo poleg, v predhodno predstavljenih poglavjih že omenjenih procesnih 
parametrov, kot so stabilnosti materiala pred sušenjem, vpliv sušenja ter mešanja na polimorf 
učinkovine, vpliv topilnega sistema in nečistot na kristalizacijo (R)-izomere, preverili tudi 
druge procesne pogoje, kot so temperatura, hitrost dodajanja protitopila, profil ohlajanja, vpliv 
koncentracija, itd. Koncentracija, temperatura in hitrost dodajanja so zelo kritični parametri 
predvsem v fazi intenzivne nukleacije med dodajanjem protitopila, mešanice voda-aceton. 
Višja koncentracija učinkovine v metanolu, hitrejše dodajanje protitopila in nižja temperatura 
vplivajo, posamezno in skupaj, na še intenzivnejše izpadanje učinkovine, ki je pri večjem 
nihanju procesno neobvladljivo. Kot je bilo že omenjeno v predhodnih poglavjih, lahko pride 
ob intenzivni nukleaciji in kristalizaciji do nastanka nemešljive suspenzije, s tem pa do 
polimorfno neustrezne kvalitete učinkovine.  
Pri višji temperaturi kristalizacije, tj. do 5 °C od optimalne, sicer zmanjšamo intenzivnost in 
hitrost nukleacije, a nastajajo sledovi polimorfno neustrezne učinkovine. Podoben učinek 
nastane tudi pri nižji koncentraciji, okoli 10 % od optimalnih vrednosti. 
Vpliv koncentracije (S)- in (R)– esomeprazola je pomemben parameter, ki pa ne dopušča veliko 
prostostnih stopenj za optimizacijo. Koncentracijo (R)-izomerne nečistote, ki vstopa v proces 
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kristalizacije smo omejili na zgornjo patentno dopustno vsebnost. Ker je nečistota zamejena 
tako z minimalno kot maksimalno vrednostjo smo zgornjo vrednost zamejil že na vhodni 
surovini, surovi esomeprazol magnezijeva sol. S tem smo zmanjšali tveganje, da bo učinkovina 
neustrezna, saj smo s kinetiko izpadanja (R)-izomere pokazali (glej poglavje 4.18), da je 
izpadanje (R)-izomere, ko se enkrat začne, hitrejša kot je mogoče učinkovino v proizvodnem 
merilu izolirati in ne preseči zgornje dopustne meje. 
Na sliki 63 prikazujemo rezultate laboratorijska eksperimenta s katerima smo preverili vpliv 
koncentracije učinkovine v metanolni uparini, pred dodatkom protitopila voda/aceton na 
kristalizacijo (R)-izomere. Pripravili smo metanolni koncentrat z vsebnostjo 30 % in 50 %, 
kateremu smo dodali protitopilo, mešanico vode in acetona. Suspenzijo smo vzorčili v časovnih 
intervalih in s HPLC spremljali izpadanje (R)-enantiomere. Natančna izvedba eksperimenta je 
opisana v eksperimentalnem delu (glej poglavje 1.2.1). 
 Iz rezultatov je razvidno, da višja koncentracija učinkovine v kristalizacijski zmesi pozitivno 
vpliva na kristalizacijo (R)-izomere. Najvišji skok v deležu (R)-enantiomera zaznamo po 12 h. 
Takrat najverjetneje pride do prenasičenja, ki vzpodbudi precipitacijo (R)-enantiomera. Le-ta 
se nadaljuje do 0,87 % po 21 h in se pri tem deležu tudi ustali. Ko smo dosegli pri 50 % raztopini 
stacionarno stanje, smo zaključili z odvzemom vzorcev. V 30 % raztopini je maksimalni 
rezultat z (R)-izomere ves čas blizu meji detekcije, tj. od 0,02 do 0,05 %. Nihanje rezultata 
lahko pripišemo napaki metode. S časom se vrednost ne spreminja bistveno. Ker smo pri višji 
koncentraciji dosegli stacionarno stanje po 21 h smo pri nižji koncentraciji podaljšali čas 
mešanja na končni temperaturi vse do 47 h, a izpadanja (R)-izomere nismo detektirali.  
 
Slika 63: Vpliv koncentracije pred začetkom kristalizacije na izpadanje (R)-izomere.  
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Z eksperimenti smo pokazali pozitiven vpliv višje koncentracije na izpadanje (R)-izomere. Pri 
višji koncentraciji, je proces, zaradi zgoščevanja v fazi intenzivne nukleacije, že mejno 
obvladljiv. Predvsem v industrijskem merilu, je potrebno z ostalimi parametri, kot so 
temperatura, hitrost mešanja in dodajanje protitopila, kompenzirati intenzivno nukleacijo, da 
zagotovimo homogeno razmešanje ves čas kristalizacije.  
4.18 Vpliv topilnega sistema na kristalizacijo (R)-izomere 
Z laboratorijskimi eksperimenti smo preverili vpliv topilnega sistema na kristalizacijo 
esomeprazol magezijeve soli in (R)-izomere. Za preveritev vpliva topil na kristalizacijo smo 
pripravili kristalizacijske raztopine z različno sestavo stopil. Koncentrat po uparevanju 
metanola smo razdelili na 3 dele in dodali različne količine mešanice acetona in vode, kot je 
opisano v eksperimentalnem delu (glej poglavje 1.2.2). Po dodatku mešanice vode in acetona 
suspenzijo 11 ur mešamo na 25 °C in nato ohladimo v 2 urah na 2 °C.  
Na sliki 64 in v tabeli 23 so predstavljeni rezultati eksperimentov v katerih spremljamo 
izpadanje (R)-izomere v časovnih intervalih. Iz rezultatov je razvidno, da (R)-izomera izpade 
hitreje v topilnem sistemu z večjim deležem vode. Tako je po 15 urah kristalizacije v 
eksperimentu z vsebnostjo vode 20 % delež (R)-izomere le 0,32 %, v eksperimentu z deležem 
vode 24 % je delež (R)-izomere 0,76 % in v eksperimentu z vsebnostjo vode 33 % je delež (R)-
izomere 1,2 %, kar je tudi najvišji delež (R)-izomere, ki ga po 25 urah pokažeta tudi 
eksperimenta z manjšim deležem vode. 
V tabeli 23 so predstavljene tudi vsebnosti v filtratih. Vidimo, da večji delež vode niža vsebnost 
Esomeprazola v filtratu, kar potrjuje nižje topnosti in boljše izkoristke. Še večji delež vode pa 
lahko vpliva na kristalizacijo neustrezne polimorfne oblike.  
Tabela 23: Vpliv sestave topil vode na kristalizacijo (R)-izomere . 
Eksperiment 
Voda 
(ut%) 
Vsebnost v 
filtratu 
(mg/ml) 
(R)-izomera 
po 15 urah 
Voda 20 % 20,52 34,15 0,32 
Voda 24 % 24,27 41,79 0,76 
Voda 33 % 32,74 23,91 1,20 
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Slika 64: Vpliv topilnega sistema na izpadanje (R)-izomere.  
 
4.19 Kinetika kristalizacije (R)-izomere  
Za izvedeno simulacijo so bili uporabljeni podatki za značilen proces kristalizacije v 
proizvodnji. V kristalizacijsko posodo R–09 šaržiramo 1050 kg metanola, 150 kg magnezijeve 
soli esomeprazola (od tega je 138 kg čiste komponente), 7,5 kg oglja ter dodatnih 135 kg 
metanola. Mešamo 30 min na 27 ºC, izvedemo filtracijo, filter speremo s 75 kg metanola, 
uparevamo in nato temperiramo na 20 ºC. Izmerjen masni delež esomeprazola po uparevanju 
je 0,4, prostornina metanola pa 261 L. Koncentracija (S)-omeprazola (S-ome) in (R)-
omeprazola (R-ome) v pripravljeni raztopini je 522.8 mg/mL in 5.2 mg/mL. 
Kristalizacijo omogočimo z dodajanjem protitopila. Dodajamo ga 40 min v dveh delih, sestava 
je 121 kg vode in 371 kg acetona. Ob predpostavki o aditivnosti prostornin znaša količina 
dodanega protitopila 1188 L. Uporabljene gostote za izračune so pri 20 ºC: 
𝜌𝑚𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 = 792 𝑘𝑔/𝑚
3 
𝜌𝑣𝑜𝑑𝑎 = 998.2 𝑘𝑔/𝑚
3 
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𝜌𝑎𝑐𝑒𝑡𝑜𝑛 = 784.5 𝑘𝑔/𝑚
3 
𝜌𝑘𝑟𝑖𝑠𝑡𝑎𝑙𝑜𝑣 = 1400 𝑘𝑔/𝑚
3 
Prostorninski pretok protitopila znaša 1188 L v 40 min kar je 1.78 m3/h. Po 11 h z vakuumskim 
koncentriranjem odparimo 20 % celotne količine reakcijske zmesi. Na sliki 65 lahko vidimo 
celoten prostorninski profil po času, ki se nadaljnje upošteva v izračunih. Predstavljeni sta 
prostornini topila, protitopila in celokupna prostornina v posodi. Izračunan je bil tudi masni 
delež protitopila v odvisnosti od časa. 
 
Slika 65: Prostornina v posodi na kateri lahko vidimo začetno dodajanje protitopila in 
uparevanje po 11 urah. 
Temperatura v posodi znaša 20 ºC ob dodajanju protitopila, nato je bila povišana na 22 ºC, po 
koncentriranju pa je bila v 3 urah ohlajena na 2.5 ºC (od 13 – 16 h). Temperaturni profil je 
predstavljen na sliki 66. 
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Slika 66: Temperaturni profil med postopkom kristalizacije. 
Kristalizacija poteka skladno z ravnotežno topnostjo. Topnostna krivulja je bila pridobljena z 
laboratorijskimi poskusi in s podatki iz proizvodnje. Na sliki 67 je prestavljena ravnotežna 
topnost esomeprazola v odvisnosti od deleža protitopila, ter polinom 2. reda, ki popisuje 
izmerjene podatke. Na začetku procesa v prvi uri dodamo celotno količino protitopila pri čemer 
njegov delež naraste na približno 0,8. V tem območju je bila zato topnost najbolj natančno 
pomerjena. Dodatne eksperimentalne točke so bile pridobljene pri temperaturi 2,5 ºC. 
Odvisnost ravnotežne koncentracije od deleža protitopila je bila popisana s polinomom druge 
stopnje s prileganjem krivulje na izmerjene podatke. Ker v postopku kristalizacije zaporedno 
najprej dodajamo protitopilo nato pa zmes ohlajamo, je v enačbi za topnost enostavno dodana 
še temperaturna odvisnost, s katero lahko izračunamo topnost pri znižani temperaturi pri 
končnem deležu protitopila (enačba 1). 
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Slika 67: Ravnotežna topnost esomeprazola v odvisnosti od deleža protitopila. 
Enačba za izračun ravnotežne topnosti esomeprazola je tako: 
𝑦𝑆−𝑜𝑚𝑒
∗ (
mg
mL
) = 488,3 𝑥𝑣𝑜𝑙,𝑝𝑟𝑜𝑡𝑖
2 − 958,7 𝑥𝑣𝑜𝑙,𝑝𝑟𝑜𝑡𝑖 + 500.0 − 0.37 (22 − 𝑇 (º𝐶))   (1) 
Proces kristalizacije lahko popišemo z metodo populacijskih bilanc. Z njo lahko sledimo 
diskretni porazdelitvi velikosti delcev in opišemo pojave nukleacije, rasti, raztapljanja, 
aglomeracije in razpada, kot sta to popisala Rielly in Marquis114. Rosenbaum in sodelavci so 
razvili splošni koncept metode populacijskih bilanc, ki se uporablja za sledenje delcev kot so 
celice, mehurčki in kristali.115 V zadnjih nekaj desetletjih je metoda pridobila priljubljenost za 
uporabo pri razvoju procesov kristalizacije zaradi izboljšav analitičnih procesnih orodij (PAT) 
in numeričnih programskih paketov, ki rešujejo zapletene diferencialne algebrične 
sisteme.116,117,118 Modeliranje procesa kristlizacije esomeprazola še ni objavljeno v literaturi. 
Z metodo je bilo izbranih 60 velikostnih razredov kristalov po logaritemski porazdelitvi od 1 × 
10−2 do 1 × 102 µm. Predpostavljeni so sferični delci kristalov. Upoštevamo nukleacijo in rast 
kristalov: 
𝜕𝑛
𝜕𝑡
= 𝐺
𝜕𝑛
𝜕𝑥
+ 𝑁          (2) 
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n predstavlja število kristalov, t čas, G kinetiko rasti kristalov, N nukleacijo, pri kateri nastajajo 
najmanjša jedra kristalov (le v najmanjšem velikostnem razredu), x pa predstavlja velikostne 
razrede kristalov. V začetnem stanju je n=0 pri vseh t in x. Količina kristalov se izračuna kot 
vsota kristalov v vseh velikostnih razredih. Hitrost rasti in nukleacije sta: 
𝐺 = 𝑘𝐺(𝑆 − 1)          (3) 
𝑁 = 𝑘𝑁(𝑆 − 1)          (4) 
kjer sta kG in kN kinetični konstanti za rast in nukleacijo, S je konstanta prenasičenja: 
𝑆 =
𝑐𝑒𝑠𝑜𝑚𝑒
𝑐∗
           (5) 
c* pa ravnotežna koncentracija. Koncentracija v raztopini cesome se nato zračuna preko: 
𝑐𝑒𝑠𝑜𝑚𝑒 =
(𝑚0−𝑚𝑒𝑠𝑜𝑚𝑒) 𝑀𝑒𝑠𝑜𝑚𝑒⁄
𝑉𝑟𝑒𝑎𝑘
         (6) 
kjer je m0 začetna masa mesome pa trenutna masa esomeprazola v raztopini, Mesome je njegova 
molska masa, ki znaša 345.417 g/mol, Vreak pa je trenutna prostornina raztopine. 
Enačbe so bile zapisane in rešene v programskem jeziku Python. Parcialna diferencialna enačba 
2 je bila pretvorjena v sistem navadnih diferencialnih enačb in rešena z Runge-Kutta 45 
reševalnikom. 
Kinetika rasti in nukleacije sta bili določeni glede na podatke iz proizvodnje, ki so bili na voljo. 
Vpliv kinetike se najbolj odraža na začetku kristalizacije, ko naglo znižamo ravnotežno 
koncentracijo, in takrat je mogoče opaziti odstopanje med ravnotežno in dejansko 
koncentracijo. V nadaljnjem postopku je koncentracija esomeprazola enaka ravnotežni 
koncentraciji, saj ne povzročamo več naglih sprememb, medtem ko se prvoteno znižanje 
koncentracije, zaradi dodajanja protitopila, zgodi že v roku 1 h. Hitrost nukleacije in rasti 
kristalov neposredno vplivata na hitrost zmanjševanja koncentracije v raztopini zaradi 
nastajanja in rasti kristalov; večji kot sta, hitreje proces poteka. Razmerje med njima pa določi 
velikost nastalih kristalov. Hitra nukleacija in počasna rast povzročita nastanek veliko majhnih 
kristalov, v obratnem primeru pa dobimo manjše število velikih kristalov. S spremljanjem 
trenutne koncentracije v raztopini in z informacijo o povprečni velikosti nastalih kristalov, ki 
je bila ocenjena na približno 1,5 µm iz mikroskopskih slik, lahko dovolj natančno ocenimo 
velikost obeh kinetičnih konstant. Kinetični konstanti sta bili tako pridobljeni z regresijsko 
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analizo s funkcijo fmin, ki uporablja Nelder–Mead algoritem, v programskem jeziku Python, 
pri 20 °C: 
𝑘𝐺 = 2 × 10
−9 𝑚/𝑠 
𝑘𝑁 = 9 × 10
13 𝑗𝑒𝑑𝑒𝑟/𝑚3𝑠  
 
Kristalizacije (S)-omeprazola 
Na sliki 68 je prikazan potek kristalizacije v prvih 4 urah procesa. Spremljamo lahko padanje 
ravnotežne topnosti (topnostna krivulja) zaradi dodajanja protitopila. Po 40 min, ko dodamo 
celotno količino protitopila, ravnotežna topnost znaša 42,3 mg/mL.  
 
Slika 68: Prve 4 h postopka kristalizacije 
Koncentracija S-ome prav tako pada zaradi dodajanja protiopila, po približno pol ure pa le-ta 
preseže ravnotežno topnost. Iz podatkov proizvodnje vemo, da se približno takrat tudi prične 
nukleacija, pri koncentraciji okoli 100 mg/mL. Širina metastabilnega območja je tako zelo ozka 
in ni bila posebej obravnavana. V 1 h koncentracija S-ome doseže ravnotežno koncentracijo, 
pri čemer že nastane 90 % celotne končne količine kristalov. Na sliki 69 lahko vidimo celoten 
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potek kristalizacije. Po 11 h  temperaturo znižamo na 2,5 ºC, s čemer omogočimo, da kristalizira 
večja količina produkta, saj se ravnotežna topnost zniža. 
 
Slika 69: 25 ur postopka kristalizacije S-ome. 
Slika 70 prikazuje fazni diagram S-ome, torej ravnotežno topnost v odvisnosti od deleža 
protitopila. Prav tako je prikazana koncentracija S-ome. Ravnotežna koncentracija pada z 
večanjem deleža protitopila, koncentracija S-ome pa pada zaradi redčenja in zaradi 
kristalizacije. Po končanem dodajanju protitopila koncentracija S-ome pade na ravnotežno 
koncentracijo. Kadar je koncentracija nad topnostno krivuljo poteka kristalizacija, kadar pa je 
pod topnostno krivuljo pa raztapljanje. Topnostna krivulja tudi določa količino nastalih 
kristalov, saj razlika med začetno topnostjo in ravnotežno topnostjo izkristalizira. Po dovolj 
dolgem času se koncentracija v raztopini izenači z vrednostjo na topnostni krivulji. V procesu 
preidemo iz deleža protitopila 0 do približno 8,3 v prvih 40 min, pri čemer dosežemo 
koncentracijo približno 100 mg/mL, ravnotežno koncentracijo pa dosežemo v prvi uri. Dodatno 
znižanje topnostne krivulje je zaradi znižanje temperature. Točka na sliki 70 predstavlja 
podatek iz procesa po 1 h. 
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Slika 70:. Fazni diagram S-ome. Prikazuje koncentracijo v odvisnosti od deleža protitopila. 
 
Slika 71: Prostornina kristalov S-ome v odvisnosti od časa. 
Na sliki 71 je prikazana prostornina nastalih kristalov v odvisnosti od časa. Kot je že bilo 
ugotovljeno se kristalizacija prične po približno pol ure in v prvi uri izpade večina S-ome. V 
času 11 – 13 h poteka uparevanje in v času od 13 – 16 nižanje temperature na 2,5 ºC. Končna 
masa kristalov je 97 kg kar predstavlja 70 % izkoristek. 
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Slika 72 prikazuje pridobljeno velikostno porazdelitev kristalov S-ome. Porazdelitev je grob 
približek dejanskega, saj je kristalom v modelu pripisana sferična oblika. 
 
 
Slika 72: Velikostna porazdelitev pridobljenih kristalov S-ome iz modela. 
 
Kristalizacije (R)-omeprazola 
R-ome je v začetni surovini 100-krat manj od S-ome, njena koncentracija je 5.2 mg/mL. R-ome 
kristalizira posebej in se ne dodaja v kristalno strukturo S-ome. Da jo izkristaliziramo mora 
njena koncentracija preseči njeno ravnotežno topnost. Iz procesa je poznano, da se kristalizacija 
R-ome lahko prične ob zelo različnih časih. Topnostna krivulja R-ome je v tem sistemu težko 
določljiva, prisotna je tudi velika količina kristalov S-ome. Iz laboratorijskih poskusov je znano, 
da so topnosti R-ome nižje kot v primeru S-ome. V nekaterih primerih se kristalizacija ne prične 
v 25 h. Oba primera lahko opišemo s simulacijo. 
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Slika 73: Koncentracija R-ome in njena topnostna krivulja. Kristalizacija ne poteče. 
 
Slika 74: Fazni diagram R-ome; ravnotežna koncentracija v odvisnosti od deleža protitopila. 
Prvi primer je bil narejen s topnostno krivuljo, ki je enaka tisti za S-ome, le da ima 33 mg/mL 
nižje vrednosti. Če pogledamo časovni potek koncentracije in ravnotežne topnosti ter fazni 
diagram (sliki 73 in 74) vidimo, da je koncentracija R-ome vedno pod ravnotežno krivuljo, kar 
onemogoča kristalizacijo; je pa zelo blizu. Ravnotežno topnost bi bilo potrebno še malo znižati. 
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Na faznem diagramu, slika 73, lahko vidimo, da se ravnotežna krivulja po ohladitvi na 2.5 ºC 
dokaj približa koncentracijske krivulje (zadnji padec ponazarja hlajenje). 
Na spremembe v koncentraciji R-ome in vrednosti njene topnostne krivulje lahko vpliva več 
dejavnikov, na primer količina uparjenega topila pri prvem ali drugem uparevanju, lokalne 
variacije temperature itd. Kristalizacijo R-ome lahko sicer pospešimo z nižjo temperaturo in 
dodatnim protitopilom. 
Drugi primer prikazuje proces pri katerem smo ravnotežno topnost dodatno znižali za 1,5 
mg/mL, pri čemer kristalizacija poteče. Kinetika rasti kristalov R-ome je počasnejša od kinetike 
rasti kristalov S-ome. Iz poznavanja procesa vemo, da se 50 % R-ome izloči v okoli 10 h od 
pričetka kristalizacije (pri 25 urah). Uporabljena je bila enaka povprečna velikost kristalov kot 
v primeru S-ome, kinetični konstanti pa sta bili določeni pri 2,5 ºC: 
𝑘𝐺 = 2 × 10
−10 𝑚/𝑠 in 𝑘𝑁 = 6 × 109 𝑗𝑒𝑑𝑒𝑟/𝑚3𝑠  
 
Slika 75: Koncentracija R-ome in njena topnostna krivulja. Kristalizacija v tem primeru poteče. 
 
Rezultati in razprava 
 
105 
Na sliki 75 vidimo, da koncentracija R-ome preseže ravnotežno koncentracijo. Slika 76 
prikazuje pojav kristalov po 15 urah, slika 77 pa prostornino nastalih kristalov. Po 25 h izpade 
51 % R-ome. 
Koncentracija R-ome je veliko manjša od koncentracije S-ome, zato jo je težje spraviti nad 
ravnotežno topnostno krivuljo. V simuliranem primeru je bila kristalizacija omogočena po 15 
h, ko se je temperatura znižala na 2,5 ºC, pri čemer se je izločilo 50 % R-ome. 
S simulacijo smo pridobili informacije o časovnem poteku kristalizacije. Napovemo lahko 
količino in velikostno porazdelitev proizvedenih kristalov ter potek kristalizacije ob različnih 
pogojih, kot sta dodatek protitopila in nižja temperatura. 
 
 
Slika 76: Pojav kristalov R-ome po 15 urah. 
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Slika 77: Prostornina kristalov R-ome. 
 
4.20 Vpliv sušenja na polimorfno obliko esomeprazol magnezijeve soli 
Za zagotavljanje ustreznega polimorfa v končni zdravilni učinkovini esomeprazol magnezijevi 
soli, smo podrobno raziskali vpliv procesnih pogojev kristalizacije, izolacije in sušenja na 
polimorfno obliko esomeprazol magnezijeve soli. V tem delu bomo podrobneje predstavili 
vpliv procesnih pogojev sušenja. 
4.20.1 Vpliv stabilnosti vlažne pogače na polimorf esomeprazol magnezijeve soli 
Izolacija esomeprazol magnezije soli v proizvodnem merilu poteka v več delih, saj so zmožnosti 
izolacijskih enot (običajno se za izolacijo uporablja centrifuga) manjše od standardne velikosti 
serije. 
Odvisno od velikosti serije in kapacitete izolacijske enote, se izolacija izvede v 3 do 6 delih. En 
cikel izolacije običajno traja od 2-5 ur, zato smo preverili vpliv shranjevanja vlažne pogače na 
polimorfno obliko produkta. Stabilnost smo spremljali na sobni temperaturi za obdobje 48 ur.  
Vzorce pripravljene po postopku kristalizacije iz 600 g surove esomeprazol magnezijeve soli v 
10 L reaktorju, kot je opisano v poglavju Kristalizacija esomeprazol magnezijeve soli 3.2.15), 
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smo po izolaciji na vakuumskem nuču shranili v polietilenski vreči na sobni temperaturi za 0 
(Stabilnost – 0 ur), 24 (Stabilnost – 24 ur) in 48 ur (Stabilnost – 48 ur) do začetka sušenja s 
stopenjskim dvigovanjem temperature. Po fazi sušenja smo material analizirali na vsebnost 
vode (KF), izgubo pri sušenju (IPS), vsebnost rezidualnih topil z GC; aceton in metanol in 
polimorfno obliko z XRD. Rezultati so zbrani v tabeli 24.  
 
 Tabela 24: Vpliv stabilnosti vlažne pogače na polimorfno obliko esomeprazol Mg soli. 
Eksperiment KF LOD 
GC - 
Aceton 
GC - 
Metanol 
Polimorf 
Material pred sušenjem 6,8 41,4 336067 16462 Mokra solvatna oblika 
Stabilnost – 0 ur 5,3 1,0 361 110 Dihidrat A 
Stabilnost – 24 ur 4,8 0,3 4074 666 Dihidrat A + ~10% 
dihidrat B 
Stabilnost – 48 ur 4,9 1,3 9330 1114 Dihidrat A + ~20% 
dihidrat B 
 
Iz rezultatov v tabeli 24 vidimo, da glede na polimorf in prisotnost rezidualnih topil, dosežemo 
optimalno sušenje materiala takoj po izolaciji. S tem zagotovimo ustrezno pojavno obliko 
(dihidrat A) in ustrezno vsebnost rezidualnih topil. V primeru, da vlažna pogača čaka na sušenje 
24 ur pri sobnih pogojih, dobimo po sušenju ~10 % dihidrata B in povišano vsebnost 
rezidualnega acetona. Po zamiku sušenja za dva dni (48 ur), smo poleg dihidrat A zaznali 
povečano prisotnost dihidrata B (~20 %) in hkrati večjo vsebnost rezidualnih topil. 
4.20.2 Vpliv sušenja na polimorfno obliko esomeprazol magnezijeve soli 
Vlažen material smo sušili v dveh različnih vrstah laboratorijskega sušilnika, pri različnih 
režimih sušenja. Uporabljali smo vakuumski pladenjski sušilnik in vakuumski vertikalni 
sušilnik (volumen sušilne komore je 5 L, med mešanjem lahko material mešamo z vertikalno 
montiranim mešalom. V vakuumskem pladenjskem sušilniku (VS – pladenj) smo preverili 
sušenje pri temperaturi 25 °C (VS-pladenj-25 °C) in pri stopenjskem sušenju; 35, 45 in 55 °C 
(VS-pladenj-stopenjsko). Opis sušenja je natančneje opisan v eksperimentalnem delu. 
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Tabela 25: Vpliv sušenja in sušilnika na polimorf esomeprazol magnezijeve soli  
Eksperiment KF LOD 
GC - 
Aceton 
GC - 
Metanol 
Polimorf 
Material pred sušenjem 8,4 43,7 294277 25432 Mokra solvatna oblika 
VS-pladenj-25°C 4,9 0,4 233 302 
Dihidrat A + malo mokre 
oblike II 
VS-pladenj-stopenjsko 5,0 0,6 316 311 Dihidrat A 
VS-vertikalni-stopenjsko 5,1 0,8 121 222 Dihidrat A 
 
Rezultati za vpliv sušenja so zbrani v tabeli 25. Iz rezultatov razberemo, da je potrebno za 
doseganje prave polimorfne oblike – dihidrat A, sušenje izvajati pri višji temperaturi (55 °C). 
Pri nižji temperaturi sušenja (25 °C) v materialu ostaja prisotna stabilna solvatna oblika (višja 
vsebnost acetona). Ob prenosu sušenja na proizvodno merilo lahko fazo sušenja ponovljivo 
izvedemo le s stopenjskim segrevanjem. Glede na rezultate, si želimo stopenjsko segrevanje 
izvesti čim hitreje. Glede na to, da je vlažen material polimorfno nestabilen, je potrebno to 
upoštevati v pripravi na fazo sušenja, sušenje pa začeti, ko je celotna serija v sušilniku (v 
primeru, da izolacija poteka v več delih). Ko zagotovimo ponovljivo vstopanje v samo fazo 
sušenja in nato ponovljivo izvedbo sušenja pričakujemo material v ustrezni polimorfni obliki. 
Vpliva sušenja na prisotnost (R)-izomere nismo opazili. 
4.21 Vpliv mešanja na kristalizacijo esomeprazol magnezijeve soli  
Vpliv hitrosti mešanja 
Med procesnimi pogoji za obvladovanje kristalizacije esomeprazol magnezijevega dihidrata 
smo preverili vpliv mešanja. Občutljivost sistema na mešalne pogoje smo preverili glede na 
uporabljeno vrsto mešala – sidro in propeler in različno hitrost mešanja. 
Na eksperimentih, izvedenih v proizvodnem merilu, se je hitrost mešanja pokazala kot ključna 
v fazi dodajanja protitopila, tj. mešanica vode in acetona. V fazi dodajanja protitopila pride do 
intenzivne nukleacije esomeprazol magnezijeve soli, kar povzroči zgoščevanje suspenzije. V 
primerih, ko je hitrost mešala premajhna (optifoil pod 60 rpm), lahko imamo potencialne težave 
pri zagotavljanju enakomernega premeščanja. Ob neustreznem in neenakomernem mešanju 
pride do zastajanja suspenzije na stenah reaktorja in nastajanja oblog. Z analizo oblog smo 
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pokazali, da v njih in posledično tudi v izoliranem produktu nastaja eden izmed patentno 
neustreznih polimorfov, poveča se tudi vsebnost rezidualnih topil (acetona). 
S povečevanjem hitrosti mešala (Optifoil 60 – 110 rpm) preprečujemo nastajanje oblog. Po 
drugi strani pa vplivamo na izvedbo izolacije, ki se v primeru bolj intenzivnega mešanja (več 
kot 110 rpm) podaljšuje, oz. izoliramo bolj vlažno pogačo. Daljši čas izolacije in bolj vlažna 
pogača lahko vplivata na proces sušenja in posledično na kvaliteto materiala, saj kot je bilo 
omenjeno, lahko v fazi sušenja nastajajo neustrezni polimorfi. 
Vpliv geometrije mešala 
Vpliv geometrije mešala na zgoščevanje v fazi dodajanja protitopila in posledično na kvaliteto 
materiala smo preverili v laboratorijskem in potrdili v industrijskem merilu. V tem delu 
predstavljamo rezultate eksperimentov v industrijskem merilu. Preverili smo vpliv Optifoil 
mešala in okroglega sidra s pregrado na kristalizacijo esomeprazol magnezijeve soli dihidrata. 
Geometriji reaktorjev sta shematično prikazani na sliki 79. Postopek kristalizacije je izveden 
kot je opisano v poglavju 3.2.14. V industrijske eksperimente z optifoil mešalom vstopa 225 kg 
in v eksperimente s sidrom 160 kg surove esomeprazol magnezijeve soli. Opis eksperimentov 
z Optifoil mešalom je opisan v začetku tega poglavja. Iz eksperimenta sledi, da je potrebno v 
fazi intenzivne nukleacije povečati hitrost mešala, da razmešamo gosto suspenzijo. Pred 
izvedbo eksperimenta v reaktorju s sidrom smo s pomočjo modela računalniške dinamike 
tekočin (RDT, ang. CFD) izračunali parametre mešanja, kot so: vrednost moči in pretočno 
število mešala, vnos moči na volumen (P/V), povprečno strižno silo ter čas premešanja (95 %). 
Rezultati so zbrani v tabeli 26. 
Prenos mešalnih pogojev iz reaktorja z optifoil mešalom na reaktor s sidrom je narejen po 
kriteriju primerljivega vnosa moči na volumen. Vnos moči na volumen v reaktorju z optifoil 
mešalom pri 60 rpm je 0,07kW/m3, hitrost sidra pri istem vnosu je 25 rpm. Pri 110 rpm optifoil 
mešalu je vnos moči 0,44 kW/m3, hitrost sidra pri istem vnosu moči je 47 rpm. Glede na 
preračun (tabela 26) vnašamo v obeh konfiguracijah reaktorja primerljive strižne sile, čas 
pomešanja (95% čas pomešanja) pa se pri sidru nekoliko zmanjšuje (glej tabelo 26).  
Z eksperimentalno primerjavo opazimo, da z uporabo sidra suspenzijo v točki zgostitve lažje 
razmešamo, drugih procesnih sprememb, kot sta izolacija in sušenje pa ne opazimo. Vzorci so 
v obeh primerih polimorfno ustrezni, morfologije delcev so primerljive, kot je razvidno iz slike 
78 spodaj.  
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Slika 78: A – FE-SEM mikrografija delcev pripravljenih v reaktorju z Optifoil mešalom. B – 
FE-SEM mikrografija delcev pripravljenih v reaktorju s sidrom.  
 
              
Slika 79: Levo – shema industrijskega reaktorja z optifoil mešalom. Desno – shema 
industrijskega reaktorja z okroglim sidrom in 4 stenskimi razbijalci.  
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Tabela 26: Rezultati simulacije računske dinamike tekočin (RDT). 
 OptiFoil Okroglo sidro  
Rotacijska hitrost (rpm) 60 110 25 47 
Obodna hitrost (m/s) 2,8 5,2 1,6 2,9 
Število moči (/) 0,24 0,24 0,54 0,52 
Pretočno število (/) 0,36 0,36 0,42 0,41 
P/V (kW/m3) 0,07 0,44 0,07 0,44 
Povprečne strižne sile (1/s) 3,9 7,2 5,3 8,7 
95% čas pomešanja (s) 14,3 7,9 17 10 
 
4.22 Optimizacija procesa in povečevalni kriteriji za proces kristalizacije  
Optimizacija procesa kristalizacije esomeprazol magnezijeve soli je bila izvedena v 
laboratorijskem merilu in prenesena na proizvodno merilo, kjer smo izvedli številne uspešne 
serije, in so prisotne v naši praksi še danes. Optimizacija kristalizacije je ''živ'' proces v katerem 
se ves čas prilagajamo patentni situaciji, materialom in opremi, ki nam je na razpolago. 
Optimizacija opisanega procesa še vedno poteka, nekaj primerov pa smo opisali v tem delu 
(vpliv sušenja, topilnega sistema, v intermediatu prisotnih nečistot, vrtsta mešanja, itd.). 
Med ključnimi povečevalnimi kriteriji bomo izpostavili ustrezno kvaliteto mešanja. Vpliv 
mešanja je razdelan v ločenem poglavju. Z mešanjem moramo zagotavljati homogeno 
suspenzijo predvsem v fazi intenzivne nukleacije, ki se zgodi ob dodajanju protitopila. Proces 
smo iz laboratorijskega merila prenesli na različne industrijske reaktorje tako z različnimi 
vrstami propelerskih mešal kot s sidrom. Povečevalni kriterij pri prenosu mešanja je bil 
konstanten vnos moči na volumen suspenzije. 
Naslednji pomembnejši povečevalni kriterij je izolacija in prehod na sušenje. Faza je 
podrobneje razdelana v poglavju Vpliv stabilnosti vlažne pogače na polimorf esomeprazol 
magnezijeve soli. Kriterij povečevanja je razumevanje stabilnosti materiala. Ugotovili smo, da 
vlažen material ob čakanju na sobnih pogojih ni stabilen. Čas v fazi izolacije smo skrajševali z 
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vzporedno uporabo več izolacijskih enot in s shranjevanjem vlažnega materiala na nižji 
temperaturi. 
V zadnji fazi procesa material sušimo. Z eksperimenti opisanimi v poglavju Vpliv sušenja na 
polimorfno obliko esomeprazol magnezijeve soli (glej poglavje 3.2.18) smo pokazali, da je faza 
sušenja zelo občutljiva za zagotavljanje ustrezne kvalitete materiala. Prav tako se je pokazalo, 
da je prenos faze sušenja iz laboratorijskega merila v industrijsko merilo v tem primeru zelo 
zahteven korak. Izhodišče ustreznega sušenja je stabilna vlažna pogača, ki vstop v fazo sušenja. 
Kriterij povečevanja pa je ustrezna kapaciteta vakuumskega sušilnika, s katero lahko 
zagotavljamo ustrezen vakuum in čim bolj učinkovito - hitro stopenjsko segrevanje. 
Temperatura, koncentracija in kvaliteta vhodnega intermediata so parametri optimizacije, ki pa 
ob povečevanju in prenosu na različno opremo ne zahtevajo dodatnih kriterijev povečevanja. 
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5 Zaključek  
V doktorski disertaciji opisujemo raziskave oksidacije pirmetazola v esomeprazol ob 
prisotnosti encimov kot biokatalizatorjev ter kristalizacijo esomeprazol magnezijeve soli v 
obliki dihidrata z določeno vsebnostjo (R)-izomere. 
Biokatalitski postopek oksidacije pirmetazola v esomeprazol sodi med največje izzive na 
področju industrijske aplikacije biotransformacij ter biokatalize. Vključuje hkratno in usklajeno 
delovanje treh encimov ter regeneracijo kofaktorja v kompleksni trifazni (trdo, tekoče, plin) 
reakcijski mešanici, ki se z nastajanjem in kristalizacijo produkta esomeprazola spreminja. Za 
reakcijsko mešanico je značilno naraščanje viskoznosti in penjenje, nizka topnost pirmetazola 
in esomeprazola ter tehnične oziroma fizikalno kemijske omejitve pri zagotavljanju učinkovite 
homogenizacije reakcijske mešanice. 
Z raziskavo smo potrdili, da je za učinkovitost procesa ključna optimizacija in obvladovanje 
izmenjave snovi, kar smo dosegli z ustrezno izbiro konfiguracije reaktorja in intenzivnim 
mešanjem reakcijske zmesi. Z raziskavo smo določili kritične atribute in parametre procesa s 
katerimi smo zagotovili najboljši možen kompromis med učinkovito izmenjavo snovi in 
denaturacijo encimov, ki je posledica intenzivnega mešanja. Visoka turbulenca s kavitacijo in 
strižnimi silami povzroča penjenje, ki je ključni dejavnik v procesu denaturacije proteinov. 
Na osnovi svojih raziskav smo definirali najpomembnejše dejavnike in parametre, ki so vplivali 
na učinkovitost procesa, od lastnosti posameznih komponent ter razmerja le-teh v reakcijski 
mešanici do fizikalno kemijskih parametrov procesa. Dejavniki in parametri, ki smo jih 
preučevali, so se skozi celoten proces spreminjali, pri tem pa je prihajalo do novih interakcij, ki 
jih opisujemo v nadaljevanju. 
Za enantioselektivno pretvorbo pirmetazola v esomeprazol so potrebni  trije encimi: 
monooksigenaza, ketoreduktaza in katalaza, vsak s svojo svojstveno in za proces ključno vlogo. 
Poglavitni encim je monooksigenaza CDX-003, s katerim zagotavljamo ustrezno 
enantioselektivnost procesa. V raziskovalnem delu smo preverili in potrdili, da proces 
biooksidacije v vseh primerih dosega najmanj 99 % stereoselektivnost. 
Zastavljen cilj za ustreznost procesa biooksidacije je bil minimalno 95 % konverzije 
pirmetazola v esomeprazol v 24 urah. Pokazali smo, da imata pri tem pomembno vlogo 
tehnološka in specifična aktivnost encima monooksigenaze. Razvili smo postopek, s katerim 
smo določili specifično aktivnost encima. Specifično aktivnost določimo v prvem delu procesa 
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in je prvo merilo za opis lastnosti/kvalitete encima. Za doseganje zastavljenih ciljev v 
kompleksnem procesu biooksidacije smo razvili dodatne teste, s katerimi smo določili 
tehnološko aktivnost encima monooksigenaze. S poznano tehnološko aktivnostjo encima smo 
uspešno pripravili predpis za določanje potrebne količine encima za izvedbo v večjem merilu. 
Prenos postopka v laboratorij smo izvedli na osnovi pregleda dostopne literature. Pri prenosu 
smo določili kritične procesne parametre in stopnje, ki smo jih tekom razvoja in optimizacije 
postopka podrobneje preučili. To so šaržiranje, mešanje in vrsta mešala, robustnost, povečava 
merila, velikost delcev pirmetazola, lastnosti reakcijske suspenzije (viskoznost, mešljivost, 
penjenje), vnos kisika, vpliv acetona in pH.  
Vpliv encimov in reagentov na doseganje ustreznih konverzij v definiranih časovnih mejah smo 
raziskali s preverjanjem potrebnih količin posameznih encimov in njihove soodvisnosti. 
Rezultat raziskave je postopek za šaržiranje encimov, v kateri smo količine encimov 
ketoreduktaze in katalaze ter kofaktorja NADP definirali glede na količino substrata 
pirmetazola. Količino encima monooksigenaze pa smo določili glede na njeno tehnološko 
aktivnost. 
Vpliv katalaze smo potrdili z raziskavo, v kateri smo definirali količino katalaze, ki je potrebna 
za zaščito encimov ter preprečevanje nastanka sulfonskih proizvodov iz pirmetazola in 
esomeprazola. Peroksid je nastajal kot stranski proizvod reakcije monooksigenaze in je 
bil  pomemben dejavnik, ki je pospešil inaktivacijo encimskega sistema, obenem pa je povzročil 
oksidacijo sulfida (pirmetazola) in sulfoksida (esomeprazola) v sulfonsko obliko. Tako encima 
monooksigenazo ter ketoreduktazo kot tudi esomeprazol smo zaščitili proti oksidaciji s 
peroksidom s prisotnim encimom katalazo, ki je razgradil peroksid na kisik in vodo. 
Vpliv acetona smo preverili z dodatki le-tega v ekvivalentih, ustreznih pretvorbi pirmetazola v 
esomeprazol oz. s tem povezani porabi (oksidaciji) NADPH v NADP ter ugotovili, da 
inhibitornih učinkov ni. Dodaten učinek, ki smo ga dosegli s prezračevanjem reaktorja, pa je 
bilo odvajanje acetona iz reaktorja, kar je morebitno tveganje povratne inhibicije delovanja 
KRED z acetonom praktično izničilo. 
Vpliv temperature na potek reakcije smo raziskali v območju od 22 do 30 °C. Rezultati so 
pokazali, da je optimalna reakcijska temperatura v območju 26 ± 2 °C. Pri višji temperaturi (30 
°C) smo opazili boljše raztapljanje pirmetazola. Pričakovali smo, da bomo tako dosegli boljše 
pogoje s stališča zagotavljanja substrata za delovanje monooksigenaze. V praksi pa je boljše 
raztapljanje pirmetazola povzročilo agregacijo delcev le-tega v velike (3 – 5 mm) agregate. 
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Vpliv pH smo preverili pri raziskavah optimalnega delovanja posameznih encimov. Ugotovili 
smo, da encim KRED reducira NADP v NADPH v relativno ozkem območju pH, ki je bilo 
nižje od območja pH, pri katerem smo prvotno izvajali proces biooksidacije. Ko smo pH v 
reakcijski mešanici znižali z 9 na 8,4 ± 0,2, smo trajanje procesa prepolovili, tj. z več kot 48 h 
na manj kot 24 h. 
Vpliv kristalizacije esomeprazola in penjenje sta ključna dejavnika, ki vplivata na potek 
biooksidacije. S pretvorbo pirmetazola v esomeprazol je slednji kristaliziral v obliki igličastih 
kristalov, ki so bili veliko manjši od delcev pirmetazola ter s tem povečal viskoznost reakcijske 
mešanice. Za zagotavljanje ustrezne izmenjave snovi smo morali povečati vnos moči v reaktor 
(višji obrati mešala). S tem smo povečali turbulenco, kavitacijo in strižne sile, kar je povzročilo 
intenzivno penjenje reakcijske mešanice. Ker je bila viskoznost (»gostota«) reakcijske 
mešanice sorazmerna s koncentracijo pirmetazola oz. esomeprazola, smo določili koncentracijo 
pirmetazola v reakcijski mešanici, ki je omogočala učinkovito premešanje tudi pri manjšem 
vnosu moči ter s tem manj intenzivno penjenje reakcijske mešanice. Koncentracija pirmetazola, 
ki smo jo določili kot ustrezno je bila 3 %. 
Velikost delcev pirmetazola ima ključen vpliv na hitrost ter učinkovitost pretvorbe substrata v 
esomeprazol, kar smo potrdili v okviru naše raziskave. Manjši delci mikroniziranega 
pirmetazola so zaradi relativno večje površine omogočali boljše okolje za delovanje 
monooksigenaze, vendar le pod pogojem, da je bila njihova koncentracija največ 3 %. Pri višjih 
koncentracijah se je vpliv zgoščevanja in višanja viskoznosti reakcijske mešanice izrazil 
prehitro in zelo močno v obliki penjenja, kar je povzročilo inaktivacijo encimov, predvsem 
monooksigenaze, ter posledično neustrezno stopnjo konverzije. 
Vpliv oskrbe s kisikom smo preverili s čistim kisikom in zrakom. Ker normalni tlaki kisika in 
zraka niso zagotavljali dovolj učinkovitega raztapljanja kisika v reakcijski mešanici, smo pri 
kisiku in zraku tlak povečali. Ugotovili smo, da je čisti kisik s stališča zagotavljanja 
raztopljenega kisika v reakcijski mešanici boljši od zraka, vendar pa v industrijskem merilu 
pomeni preveliko varnostno tveganje. Nadaljnje raziskave in prenos v industrijsko merilo smo 
zato izvedli pri nadtlaku zraka. Raziskave so pokazali, da je bilo potrebno reakcijo izvajati pod 
ustreznim tlakom, in sicer več kot 1,5 bar kisika, oziroma vsaj 4,5 bar zraka za zagotavljaje 
ustrezne koncentracije raztopljenega kisika v reakcijski mešanici. 
Vpliv medprocesnega čiščenja smo morali zaradi daljšanja reakcijskih časov dobro raziskati. 
Ugotovili smo, da je reaktor potrebno po zaključeni šarži temeljito očistiti s čistilnimi sredstvi 
in metanolom pri temperaturi refluksa. S čiščenjem je bilo potrebno odstraniti material, ki se je 
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med procesoma biooksidacije in predvsem ekstrakcije esomeprazola zadržal na stene reaktorja. 
Na osnovi analize brisov reaktorjev za vsebnost dušika po ustreznem ter neustreznem čiščenju 
smo ugotovili, da so ostanki materiala vsebovali denaturirane encime, ki so, v kolikor jih nismo 
s čiščenjem odstranili, v naslednji šarži delovali kot jedra oziroma pospeševalci denaturacije 
encimov. 
Zaradi raztapljanja kisika, ki smo ga v reaktor dovajali z zrakom nad gladino reakcijske 
mešanice, je bilo potrebno mešati tako v aksialni kot tudi v radialni smeri. Mešanje je moralo 
biti intenzivno zaradi raztapljanja ter distribucije molekul kisika v reakcijski mešanici, vendar 
s čim manj kavitacije in strižnih sil, ki so inducirale penjenje ter posledično denaturacijo 
encimov. Eksperimentalno in s pomočjo RDT simulacij smo testirali različne vrste mešal, kot 
so sidro (okroglo in ploščato), PBT in Optifoil, ter hitrosti pomešanja. S simulacijami smo 
pokazali, da je optimalno mešalo vrsta Optifoil. V tem kontekstu je bilo ključno tudi razmerje 
med prostornino reakcijske mešanice ter njeno površino, ki je bila v stiku z zrakom in preko 
katere je potekala izmenjava plinov. Pokazali smo, da je reakcijo najboljše izvajati v tankem 
sloju reakcijske mešanice. V praksi pa smo komercialno polnitev uravnotežili z večjim deležem 
encima monooksigenaze. V praksi smo to razmerje izrazili z razmerjem med višino stolpca 
reakcijske mešanice in premerom reaktorske posode, ki je bilo praviloma med 1:1 do 1,8:1. 
Razvili smo učinkovit proizvodni postopek sinteze esomeprazola z encimsko katalizirano 
reakcijo oksidacije pirmetazola v esomeprazol. Izbira encimsko katalizirane enantioselektivne 
sinteze – biooksidacije prokiralnega intermediata pirmetazol v esomeprazol – je temeljila na 
specifičnih okoliščinah, in sicer na industrijsko-lastniški ter regulatorni situaciji, možnosti 
hitrega razvoja procesa in prenosa v komercialno merilo, robustnosti postopka ter možnosti 
sinteze esomeprazola z najustreznejšim profilom nečistot.  
Kristalizacija esomeprazola je bila neposredna, brez kiralnih pomožnikov, izkoristki pa visoki. 
Postopek sinteze esomeprazola z encimsko katalizirano reakcijo oksidacije pirmetazola v 
esomeprazol je, zaradi izredno enantiomerno selektivne oksidacije (99,9 %) in visoke 
konverzije (minimalno 96 %) učinkovit, saj v naslednjih stopnjah ne izgubljamo matirala na 
račun čiščenja. 
V končni stopnji kristalizacije esomeprazol magnezijeve soli dihidrata smo raziskali vpliv 
koncentracije (R)-izomere in drugih nečistot v vhodnem intermediatu (amorfna esomeprazol 
magnezijeva sol) na potek in hitrost kristalizacije (R)-izomere. Pokazali smo, da manjša 
prisotnost (R)-izomere v vhodnem materialu vpliva na počasnejšo kinetiko izpadanja (R)-
izomere v končnem produktu esomeprazol magnezijevega dihidrata. Med drugimi nečistotami 
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smo raziskali, kakšen vpliv ima prisotnost soli kot so kalijev acetat in klorid na hitrost 
kristalizacije (R)-izomere. Prisotnost soli v vhodnem intermediatu kontroliramo s spiranjem 
izoliranega materiala. Slabše spiranje vpliva na večjo prisotnost soli, z eksperimenti pa smo 
pokazali, da večja prisotnost soli vpliva na počasnejšo kristalizacijo (R)-izomere. 
Preverili smo vpliv procesnih pogojev na kristalizacijo učinkovine in (R)-izomere, kjer smo 
spreminjali različne procesne pogoje kot so: temperatura, hitrost dodajanja protitopila, 
koncentracija in topilni sistem. Ugotovili smo, da so koncentracija, temperatura in hitrost 
dodajanja protitopila zelo kritični parametri predvsem v fazi intenzivne nukleacije med 
dodajanjem protitopila, mešanice voda-aceton. Nižja temperatura in hitrejše dodajanje povzroči 
nekontrolirano intenzivno nukleacijo zaradi katere pride do nastanka nemešljive suspenzije, s 
tem pa do polimorfno neustrezne kvalitete učinkovine. Pri višji temperaturi kristalizacije (5 °C 
nad optimalno temperaturo), sicer zmanjšamo intenzivnost in hitrost nukleacije, a nastajajo 
sledovi polimorfno neustrezne učinkovine. Podoben učinek nastane tudi pri nižji koncentraciji, 
(cca. 10 % pod optimalno vrednostjo). Preverili smo vpliv koncentracije učinkovine na 
izpadanje (R)-izomere ter ugotovili, da višja koncentracija učinkovine v kristalizacijski zmesi 
vpliva na hitrejšo kristalizacijo (R)-izomere. Z eksperimenti smo preverili vpliv topilnega 
sistema na kristalizacijo (R)-izomere. Potrdili smo, da (R)-izomera izpade hitreje v topilnem 
sistemu z večjim deležem vode. 
Občutljivost sistema na mešalne pogoje smo preverili eksperimentalno in s pomočjo modela 
računalniške dinamike tekočin. Uporabili smo kriterij primerljivega vnosa moči na volumen 
(P/V) in računsko ter eksperimentalno potrdili pri prenosu mešalnih pogojev na večje merilo 
oz. na različne vrste mešal. Hitrost mešanja se je pokazala kot ključen parameter v fazi 
dodajanja protitopila, tj. mešanica vode in acetona, kjer moramo zagotavljati homogeno 
suspenzijo v fazi intenzivne nukleacije. 
Raziskali smo vpliv procesnih pogojev sušenja na polimorfno obliko esomeprazol magnezijeve 
soli. Najprej smo preverili stabilnost vlažne pogače in njen vpliv na polimorfno obliko 
esomeprazol magnezijeve soli v fazi sušenja. Ugotovili smo, da shranjevanje vlažne pogače pri 
sobnih pogojih pred sušenjem, vpliva na nastanek neustreznega polimorfa. Vpliv shranjevanja 
vlažne pogače je ob povečevanju procesa na industrijsko merilo, kritičen parameter, saj se faza 
izolacije z večanjem merila razdeli na več izolacijskih enot in poteka daljši čas. 
Raziskali smo vpliv temperature, kapacitete sušenja ter vrsto vakuumskega sušilnika. Ugotovil 
smo, da je potrebno za doseganje prave polimorfne oblike, sušenje izvajati čim hitreje ter pri 
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čim višji, še sprejemljivi, temperaturi. Parametri v fazi sušenja (čas, temperatura, vakuum ter 
kapaciteta sušilnika) so pomembni za povečevanja merila. 
Z matematičnim modelom populacijskih bilanc smo popisal postopek kristalizacije (R)-
izomere. Omenjeno metodo smo uporabili zaradi učinkovitih numeričnih programskih paketov, 
ki rešujejo zapletene diferencialne algebraične sisteme. Modeliranje procesa kristalizacije 
esomeprazola še ni objavljeno v literaturi. Podatke za model smo črpali iz mnogih serij 
izvedenih v proizvodnem merilu. Z modelom smo napovedali potek kristalizacije pri različnih 
pogojih, kot sta dodatek protitopila in vpliv temperature ter količino in velikostno porazdelitev 
tvorjenih kristalov. 
Rezultati raziskave so bili objavljeni v izvirnem znanstvenem članku Development, 
optimization and scale-up of stereo-selective enzymatic Baeyer–Villiger oxidation of 
pyrmetazole to esomeprazole active ingredient in an industrial-scale slurry reactor v reviji 
Journal of Industrial and Engineering Chemistry.119 
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